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1) 
INLEIDING , _ 
De gedragingen van het element stikstof en zijn verbindingen als 
plantenvoedingselementen kurJlen bestudeerd worden vanuit verschillende 
disciplines. 
1. 
Het !~~QQ~~~!g en QQ~~~=~h~~~~h-~~2~~! wordt vooral onder-
zocht door diegenen die de stikstof zien in funktie van de gewasopbrengst 
en de kwaliteit ervan. Hierbij wordt vooral nadruk gelegd op de hoeveel-
heid stikstof, tijdstip en plaats van eventuele toediening aan het 
.gewas, de geschikte plant-opneembare vorm, en zijn interakties in de 
bodem. 
Het ~~QQ!~!-~~2~~! wordt hoofdzakelijk belicht door diegenen 
die geïnteresseerd zijn in de " akteurs 11 van de verschillende stikstof-
transformaties in de grond. Zij onderzoeken welke mikro-organismen en (of) 
enzymen in staat zijn bepaalde transformaties door te voeren naargelang 
de heersende omstandigheden. 
In .het Q!Q~h~~~~h-~~2~~! wordt op zoek gegaan naar de wijze waar-
op, en de snelheid waarmee de verschillende transformaties plaats grijpen. 
Het Q!Qfl~!~~h-~~2~~! beslaat het domein van de fysische wetmatig-
hedèn in de verschillende stikstofomzettingen. Hierbij worden o.a. de re-
aktiemogelijkheden en evenwichtsomstandigheden tussen stikstofverbindin-
gen onderzocht. 
Gezien het multidisciplinair karakter van de studie van het element 
stikstof en zijn verbindingen in de grond, is het onmogelijk de verschil-
lende aspekten ervan, alhoewel allen even belangrijk en mekaar aanvullend, 
samen te bestuderen. 
In voorliggende studie zal voornamelijk het biofysisch en bodem-
chemisch aspekt van het stikstofvervluchtigingsproces benaderd worden, 
met eventuele verwijzing naar andere domeinen. In het biofysisch aspekt 
worden theoretischebescho~~ngen gewijd aan de stiYstofreaktiemogelijk-
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heden. Het bodem-chewisch aspekt beperkt zich tot de bepaling en evolu-
tie van verschillende stikstofverbindingen, zonder evenwel in te gaan 
op specifieke daaraan gekoppelde biochemische of mikrobiële problemen. 
3. 
PROBLEEMSTELLING 
In normale gronden is de grootste hoeveelheid stikstof organisch ge-
bonden en doet dienst als een potentiële reserve voor de plantenvoeding. 
Jmkel een zeer kleine fraktie is in de anorganische vorm. 
. + - - . De plant-opneembare stikstof komt voor onder NH4 -, ND3 -, ~u2 of 
zeer eenvoudige stikstofhoudende organische ver~indingen. 
De hoeveelheid plant-beschikbare stikstof kan positief beïnvloed 
worden door toediening van stikstofhoudende meststoffen, mineralisatie 
uit de bodemreserve, symbiotische en niet-symbiotische stikstoffixatie 
en regenneerslag.Een negatieve invloed gaat uit van de gewasopname,kompe-
titieve opname door mikro-organismen of niet gewenste planten, immobili-
satie van minerale stikstof naar de organische reserve, fixatie aan klei-
mineralen of organisch materiaal, uitspoeling, vervluchtiging, chemische 
interaktie en denitrifikatie. 
De intensiteit waarrrBe bovenvermelde processen de minerale stir~tof 
beïnvloeden hangt af van allerlei faktoren zoals vochtgehalte, tempèra-
tuur, seizoenschommelingen, beplanting, grondbewerking, grondstruktuur en 
voorvrucht als uitWendige faktoren en de chewische samenstelling van het 
organisch materiaal, zuurtegraad van de bodem, grondtextuur, mikropopula-
tie en algemene voedingstoestand als inwendige faktoren. 
·De mo~entele stikstof-voedingstoestand hangt af van het netto re-
sultaat van bovenvermelde tegengestelde processen. 
Het geheel van de verschillende stikstoftransformaties in de bodem 
en hun relatieve betekenis wordt o.a. beschreven door S~!ENSON (1965) en 
TISDALE en NELSON (1966). 
Daar onderhavige studie betrekking heeft op de vervluchtiging van 
stikstof uit de bodem worden hier enkele literatuurbronnen vermeld, waar-
in gewezen wordt op de lage recovery van de stikstof-meststoffen. 
CARTER, BENNETT en PEARSON (1967) hebben de N-recovery nagegaan in 
gekontroleerde veldomstandigheden, aan de hand van in de grond gebrachte 
cylinders. Een deel ervan is onbegroeid gelaten en een deel met gras be-
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zaaid, beide bemest met N15-aang~rijkte NH4-+en N03--N. Na een groei-
periode van 8 weken schommelt de totale recovery van de meststof-stikstof 
tussen 88 en 96 %, maar daalt tot 77 % na 10 maanden. De recovery van de 
ammonium-meststof is groter dan van de nitraat-meststof. Beplante cylin-
ders geven een betere recovery dan de braakgehouden cylinders. Het ver-
lies van 4 tot 12 % in 8 weken zou volgens deze auteurs te wijten zijn aan 
de vorming van gasvormige stikstof,daar speciale voorzorgen genomen werden 
tegen uitloging en fouten in monstername of analyse. 
De balansstudies doorBJ~,LUNDEBERG en NOMM[K (1967) uitgevoerd 
op een zure zandgrond en begroeid met 15 jaar oude Pinus silvestris, heb-
ben aangetoond dat na 1 groeiseizoen slechts 79,3 % en 89,6 %van de tota-
le toegediende aangerijkte N als (NH4) 2 so4 en Ca(N03) 2 kon teruggevonden 
worden, waarvan respektievelijk 58,5 % en 56,3 % in de grond achterbleef, 
terwijl de rest geïncorporeerdwasinde bovengrondse plantendelen, grond-
vegetatie en wortels. 
In het overzichtsartikel van F.E. ALLISON (1965) over N-recovery, be-
sluit deze auteur dat gemiddeld slechts 80 % van de meststof-stikstof te-
ruggevonden wordt zelfs in de beste omstandigheden; onder minder ideale 
omstandigheden kan dit verlies nog aanzienlijker oplopen. 
Uit deze zeer beperkte keuze van literatuurgegevens,blijkt duide-
lijk dat de N-recovery gebrekkig is. De meeste auteurs wijten dit tekort 
aan een verlies van stikstof uit de bodem. De oorzaken van dit verlies 
kunnen als volgt gegroepeerd worden : 
1. direkte vervluchtiging van ammoniak of andere stikstofhoudende ver-
bindingen; 
2. vervluchtiging door chemische interaktie van de stikstofverbindingen 
onderling of met andere aanwezige verbindingen; 
3. vervluchtiging door biochemische reakties en meer bepaald de bioche-
mische reduktie van nitraten of andere stikstofoxyden. 
Een kombinatie van deze processen is niet uitgesloten. 
Voor de laatste twee processen wordt de term denitrifikatie in de litera-
tuur meestal door mekaar gebruikt, alhoewel bij een aantal auteurs de 
term uitsluitend ·van toepassing is op de biologische reduktie van nitraten 
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en nitrieten tot gasvorwige stikstofverbindingen. In onderhavige studie 
zal de term denitrifikatie aangewend worden in zijn brede betekenis, nl 
stikstofverlies door biologische en (of) chemische mechanismen, met uit-
sluiting van ammoniak vervluchtiging. 
Het denitrifikatieonderzoek is vooral mede ontwikkeld met de uit-
breiding van de experimentele mogelijkheden van massaspektrometrie en gas-
chromatografie. Aan de hand van deze technieken heeft men de vorming van 
een aantal stikstofverbindingen tijdens het denitrifikatieproces kunnen 
afleiden. Omtrent de opeenvolging van denitrifikatieprodukten en de eco-
logische owstandigheden waarin dit proces zi~h voordoet, rijzen echter 
heel wat vragen. 
In het eerste deel van voorliggend werk wordt nagegaan in hoever 
stikstofhoudende verbindingen met elkaar in evenwicht staan, hoe het 
evenwicht tussen verschillende verbindingen zich verplaatst naargelang 
de omstandigheden en welke processen zich spontaan kunnen voordoen (bio-
fysische as~ekten). 
In het tweede deel worden een aantal experimenten beschreven waar-
in de evolutie van toegediende stikstof in enkele gronden gevolgd wordt. 
Hierbij gaat de aandacht vooral uit naar het denitrifikatieproces (bodem-
chemische aspekten). 
Een derde deel is gewijd aan een konfrontatie van de gegevens uit 
de eerste twee delen. 
Hoofdstuk I 
1HEORETISCHE BESCillffi~NGEN OMIRENT DE REAKTIEMJGELIJKHEDEN VAN 
HET ELEMENT STIKS1DF EN ZIJN VOORNAAMSTE VERBINDINGEN. 
I. 1. Inleiding. 
6. 
De gelijktijdige aanwezigheid van verschillende chemische ver-
bindingen in een bepaald systeem kan aanleiding geven tot verschillen-
de reakties of reaktiemogelijkheden. Deze reakties elk afzonderlijk 
genomen of als geheel bezien, streven naar een evenwicht. De vastleg-
ging van de evenwiehts-karakteristieken vormen een centraal probleem, 
dat zich laat omschrijven in volgende vragen : 
laat de gelijktijdige aanwezigheid van zekere chemische verbindin-
gen een reaktie toe? 
zo er een reaktie optreedt 
- welk is de energiebalans? 
- welk is de aktieve koncentratie van de reaktieven en reaktiepro-
cllikten bij evenwicht? 
welk is haar snelheid? 
De chemische thermodynamika bestudeert de eerste drie bovenver-
melde vragen, doch zegt niets omtrent de reaktiesnelheid. Zij leert 
enkel of een mengsel van verbindingen spontaan (snel of traag) kan 
reageren. 
In het kader van de experimentele studie der verschillende 
stikstofomzettingen in de bodem, wordt getracht dit probleem ook theo-
retisch te benaderen en wordt een anbvoord gezocht op bovenvermelde 
vragen. Vanzelfsprekend kunnen niet-stikstofhoudende verbindingen, 
eventueel aanwezig in het milieu, een invloed uitoefenen op de lig-
ging van het ~venwicht tussen verschillende stikstofverbindingen. 
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Gezien de kornplexiteit van dit geheel, en daar de experimentele ge-
gevens van deze studie zichbeperken tot de anorganische stikstof-
verbindingen, zullen alleen de verschillende evenwichten en de sta-
biliteit van de voornaamste anorganische stikstofverbindingen be-
schreven worden. 
I. 2.Algemene gegevens. 
Voor de theoretische behandeling van de verschillende stikstof-
transformaties worden volgende termen en symbolen aangewend 
- aggregatie toestand 
c kristallijn 
1 vloeibaar (liquid) 
g gasvorm 
aq in oplossing 
standaard voorwaarden, als basis voor referentie, zijn als volgt 
vastgelegd : 
temperatuur : 25° C of 298,15 K 
aktiviteit of fugaciteit = 1 
In de verschillende berekeningen nodig voor de vastlegging van de 
energiebalansen wordt, voor wat de verbindingen in oplossing betreft, 
gebruik gemaakt van aktiviteiten of thermodynamische koncentraties. 
Wat de gasvormige verbindingen betreft worden de berekeningen uitge-
voerd met fugaciteiten. 
- De Gibbs vrije energie : G 
Elke chemische verbinding heeft een zekere energieinhoud. Een 
chemische reaktie gaat gepaard me~ energieveranderingen. De Gibbs 
vrije energieverandering van elke reaktie, of Gibbs vrije reaktie-
energie , t.G ,is een maat voor de hoeveelheid bruikbare energie. De 
r 
Gibbs standaard vrije reaktieënergie, t. G; , kan berekend worden 
uit de Gibbs standaard vrije vormingsenergieën, t. Gf , van alle 
deelnemende reaktieven en produkten. Onder deze grootheid wordt ver-
staan de vrije energie van de vormingsreaktie van 1 mol van een 
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verbinding in zijn_ standaard toestand, vertrekkende van de elementen, 
of elementaire verbindingen' eveneens in standaard toestand. 
De karakteristieke eigenschap van de Gibbs \Tije reaktieënergie, 
6Gr, bestaat hierin dat bij konstante temperatuur en druk een proces 
enkel kan verlopen in deze richting waarbij 6 Gr . < 0, en een even-
wicht bereikt voor 6 G = 0. 
r 
De standaard vrije reaktieënergie, 6 G;, is de som van de stan-
daard vrije vormingsenergieën van de reaktieprodukten minus de som 
van de standaard vrije vonningsenergieën van de reaktieven : 
6 G0 = L 6 G0 - \ 6 G0 . 
r f produkten L f reaktieven 
Voor de algemene chemische reaktie, · waarin geen H+- ionen voorkomen: 
aA+bB ... t cC+dD 
c d 
met Q = (C) (D) ... 
a b (A) (B) ••• 
of K = [cc): CD):.··] 
L(A) (B) .•. evenwicht 
geldt volgend verband tussen de vrije reaktieënergie en het aktivitei-
tenquotient 
6G = 6 G0 + R T ln Q 
r r . (1) 
en 6G = 6 G0 + R T ln K = 0 waarin T = 298,15 K 
r r 
waaruit 
R = 0,001987 kcal/ITDl K 
6 G0 = - R T ln K = - 1, 364 log K. 
r 
Voor de pH - afhankelijke reaktie 
aA+bB ••• + cC+dD+nH ••• 
geldt bij evenwicht 




of ~G0 =- 1 364 log .[(C)c (D)d . . l + n. 1,364 pH 
r ' (A)a (B)h .• ~ evenw. 
Daar biologische reakties meestal optreden bij een zuurtegraad rond pH= 7, 
wordt ~ G0 gewoonlijk vervangen door 1:!. G01 , zijnde de Gibbs standaard 
r r 
vrije reaktieënergie, waarbij alle reaktieven en produkten in standaard 
omstandigheden voorkomen, met uitzondering van de H+ -ionen, waarvoor 10-7 
als aktiviteit aangenomen wordt. 
Voor pH = 7 bekomt men aldus : 
I ~Go = 
r,pH=7, I:!.G
0
- n. 9,SS =- 1,364 logUC)c(D)~l 
r [cA) a (B) J evenw. 
Zo de H+- ionen in het linker lid van de reaktie staan wordt 
Go' ~ r ; pH = 7 = 
0 
~Gr + n . 9 ,SS 
Teneinde de invloed van de zuurtegraad op de Gibbs vrije reaktieënergie te 
kennen, worden voor alle pH-afhankelijke reakties, naast 
~ 0 I o I G pH = 4 en ~ G H 9 berekend : r, r,p . = 
o I ~ Gr ,pH = 7, ook 
I 
1:!. Go + ~Go = n. S,46 
r, pH= 4 r 
Go' = 1:!. Go + n. 12,28 ~ r pH= 9 r 
' 
Voor alle reakties waarin 02 voorkomt als reaktief of produkt,is in de 
~Go- of I:!.G01 - waarde de zuurstofaktiviteit gelijk aan 1, wat aërobe 
r r 
bodemkondities benadert. Teneinde een idee te bekomen van deze waarden voor 
een zuurstofdruk die de anaërobe bodemkondities weerspiegelt, wordt een 
~G;''- waarde ber~kend, waarbij aen zuurstof een aktiviteit van 10-4 toege-
kend wordt ( GREENWOOD, 1968 ). 
Unlv. Gent 
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Voor de o2 - afhankelijke reaktie : 
aA+bB •.. t c C + d D + n H+ + m 02 
= 6 G; 1 + m • 1, 364 log (02) 
/). G0 I I = tl G0 I m 5 46 
- . ' r r 
Zo o2 als reaktief voorkomt is f:. G; 1 1 = f:. G0 1 + m 5 46 r . ' 
Wat de elektrochemische reakties betreft, zijnde reakties waaraan 
naast molekulen en ionen ook elektronen deelnemen, is de evenwichtskonstan-
te een funktie van de aktiviteiten van de deelnemende molekulen of ionen 
en het elektrisch potentiaalverschil : 
., 
._; 
aA+bB ..• -+ 
+ 
cC+ d D + n e- .•. 
RT E =EO+ 
-h n F 
ln f-ee): (D) ~ •. .] L (A) (B) •.. J evenw. 
Bij evenwicht geldt 
waarin T= 298,15 K 
R= 0,001987kcal/mol K 
F= 23,061 kcal/volt mol 
Teneinde een uniforme voorstelling en berekeningswijze te kunnen aan-
houden worden de elektrochemische reakties met behulp van de elektrochemische 
reaktie tussen H+, 02 en H2o omgezet tot chemische reakties, zoals in volgend 
algemeen voorbeeld : 
4(aA+bB ... + + c C + d D + n e ... ) 
4 a A + 4 b B + 4 n H+ + n 02 ..• -:;_ 4 c C+ 4 d D+ 2n H20 •.. 
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Tot de keuze van deze tweede deelreaktie wordt overgegaan, in overweging nemend 
dat aan het aardoppervlak alle oxyde-reduktieprocessen optreden binnen de 
grenzen van de stabiliteit van H20. De gegevens uit fig. 1 (overgenomen uit 
BAAS BECKING en rned., 1960) waarin de stabi1iteitsgrenzen van r~O samen met 












' \ \ 
-6ooL---~0~--~----~4 ----~6~--~----~----1,12~--~­
pH 
Fig.1 : De stabiliteitsgrenzen van H2o en het pH-Eh gebied 
voor gronden ( • • • )_ ( naar BAAS BECKING en med. , 1960 ). 
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De waarden van 1::. G0 , 1::. G0 'of t:. G0 ' ' gelden slechts bij 298,15 K. 
r r r 
Gezien de experimenten omtrent de · stikstofomzettingen plaats grijpen bij .. 
30°C, is het billijk de invloed van de parameter temperatuur in vraag te 
stellen. De temperatuur kan effil aanzienlijke invloed hebben op de even-
wichtsligging. Voor kleinere ternperatuursverschillen, zoals dit hier het 
geval is, mag evenwel aangenomen worden dat 1::. G;, 1::. G;' of 1::. G;' ' 
slechts weinig verandert en zelden een betekenisvolle wijziging tot gevolg 
heeft. Derhalve mag gesteld worden dat de besluiten die uit de berekenin-
gen van 1::. Gr,zsoc volgen zonder meer kunnen overgedragen worden op experi-
menten bij 30°C uitgevoerd. 
Bij de berekeningen van 1::. G0 , 1::. G0 ' : e~ 1::. G0 ' 'worden de aktivi te i ten 
r r r 
van de reaktieven en produkten, behalve de I-t-ionen en 02 aktiviteit, ge-
lijk aan 1 gehouden. Het is evident dat bij aktiviteiten die afwijken van 1, 
niet-standaard omstandighedm ,de 1::. G - waarden volgens formule (1) wijzigen. 
r 
De Gibbs vrije reaktieënergie in niet-standaard omstandigheden wordt verder 
besproken in paragraaf 3. 2. 
I.3.Stikstofreakties en hun Gibbs vrije reaktieënergie. 
De Gibbs standaard vrije vorrningsenergie, ~ Gf , van de verschillende 
minerale verbindingen, die bij deze theoretische studie betrokken worden, 
zijn geselekteerd uit de werken van KARAPET'YANTS M.Kh.en KARAPET'YANTS M.K. 
(1970), GARRELS en CHRIST (1964) en POURBAIX (1963) en opgenomen in tabel 1. 
Aan de hand van deze verbindingen kunnen enkelvoudige en samengestelde 
reakties opgesteld worden. Enkelvoudige reakties zijn reakties waarbij éé11 
stikstofverbinding voorkomt als reaktief en reaktieprodukt; samengestelde re-
akties zijn reakties waarbij twee stikstofverbindingen voorkomen hetzij als 
reaktief hetzij als produkt. Reakties waarbij H2, co2 en CO als reaktief of 
produkt voorkomen worden ook als samengestelde reakties beschouwd. Voor de 
enkelvoudige reakties worden alle mogelijke korobinaties opgeschreven tussen 
de stikstofverbindingen getabelleerd in 1, echter in acht nemend dat hierbij 
slechts één stikstofverbinding als reaktief en als produkt optreedt. Voor de 
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Tabèi 1 
Verbindingen Aggregatie- b. Gf 298 Verbindingen Aggregatie- b. Gf 298 toestand ' toestand ' kcal/mol kcal/mol 
N2 g 0 N 0 -2 2 2 aq + 33,0 
-N3 aq + 77 '7 N203 g + 33,49 
NH2 g + 42,98 N204 g + 23,49 
NH20H aq - 5,60 N2os g + 27,5 
NH OH+ 3 aq - 13,54 N3H aq + 76,9 
NH3 g - 3,98 HNO g + 26,86 
aq - 6,37 I-IN02 aq - 12,82 
NH+ 
4 aq - 19,00 I-lN03 aq - 26,41 
NO g + 20,72 HN202 aq + 20,4 
N02 g + 12,39 I-IzN2°2 aq + 8,6 
NO - aq - 8,25 co2 g - 94,26 2 
M)3 g + 27,36 aq - 92,31 
NO -3 aq - 26,43 co g - 32,81 
N2H2 g + 62,7 CO(NH2) 2 aq - 47,04 
N2H4 g + 38,07 H20 g - 54,64 
aq + 30,6 1 - 56,69 
+ 
-
- 37,60 N2Hs aq + 19,7 OH aq 
N20 g + 24,76 
H+ aq 0 
Hz g 0 
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samengestelde reakties worden alleen deze reakties opgenomen die vermeld 
zijn in de standaardwerken van JàLLY (1964) en PASCAL (1956). 
Voor de minerale verbindingen met protolytische eigenschappen ver-
meld in tabel 1 moet, alnaargelang de pH waarbij t::. G0 berekend wordt, 
r 
rekening gehouden worden met de relatieve bijdrage van hun zuur en base 
spëëies. 
In fig. 2 a en 2 b is de procentuele verdeling weergegeven tussen 
de zuur-en basekomponent van de oplosbare verbindingen met protolytische 
eigenschappen in funktie van de zuurtegraad. Teneinde reakties met deze 
verbindingen weer te geven in een vorm die over gans de pH schaal voldoet, 
moet rekening gehouden worden met de protolyseëvenwichten der dissociëren-
de verbindingen. 
De protolysekonstanten van de oplosbare verbindingen zijn 
N3 H(aq) -+ - + K* 10-s N3(aq)+ H = 1,82 + 1 
NH3 OHCaq)-:_ + K3 1,51 10-6 NH20H(aq)+ H = 
NH+ -+ l\TH3 (aq) + H+ K4 = 5,50 10-10 4(aq) + 
HN02(aq) -+ NOzëaq) + H+ K7 = 4,47 10-4 + 
+ 
-+ + Kll 1,00 10-
8 
N2HS(aq) + N2N4(aq)+ H = 
H2N2°2(aq)-:_ - + Kl3.1 10-9 HN202(aq)+ H = 2,24 
HN20Z(aq) t N20Z~aq) + H+ Kl3.2 = 5,75 10-10 
- Voor de reakties met één protolyseëvenwicht kan ter illustratie volgend 
voorbeeld uitgewerkt worden: 
Zij T de totale aktiviteit van zuur en base species dan 
is T = (N3H) + (N3 -). 
* ~e index refereert naar het nwmner van de eerste reaktie,zoals getabelleerd 
1n appendix 1, waarin deze verbindingen voorkon~n. 
15. 
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ENKELE OPLOSBARE VERBINDINGEN IN FUNKTIE VAN DE pH 
16. 











Fig.2b : PROCENTUELE VERDELING VAN DE HYPONITRIET- SPE Cl ES 
IN FUNKTIE VAN DE pH 
17. 
Bij elke zuurtegraad wordt de relatievê bijdrage van elk species weer-
gegeven door : 
. (N3-) 
voor de basevorm en 1 - T voor de zuurvorm. 
Bovenstaande verhoudingen, worden door het inbrengen van de pro-
tolysekonstante 
Naar analogie worden dezelfde t ermen bekomen voor de overige enkelvoudi ge 
protolysereakt ies, rekening houdend met hun eigen protolysekons tante. 
Voor de dubbele protolyse van H2N2o2 wordt volgende afleiding gemaakt: 
, (HN2o2 -) (H+) H2N202(aq)~ HN202ëaq) + H+ met Kl3.1= (H2N202) 
-2 (N2o2-2)(Hr) 
HNzo;(aq) ~ N202(aq) + H+ met Kl3.2 = (HN2o2-) 
(HN202 -) (H+) (N202 -2) (It) 2 
(H2N202)= Kl3.1 = ~3.l.Kl3.2 
CNzDz -2) (W) 




fu. lnd~euww. ; 
I 
Analoog volgt 
T = (l:_T N 0 ) 
'-'-z 2 2 
(H+)Z + Kl3.1 (Il) + Kl3.l'Kl3.2 
K13:1 ' Kl3.2 
De relatieve bijdrage van elk species wordt aldus 
= + 2 . + (H) +Kl3.l(H )+Kl3.l'Kl3.2 
= + 2 + (H) +K13.l(H )+Kl3.1'~3.2 
18. 
' Voor de berekening van ~ G0 of ~ G0 is de waarde van T gelijk aan 1. r . r . 
Daar de pH-variaties enkel beschouwd worden tussen pH = 4 en pH = 9, wordt 
. - + . 
van de protolysereakt1e : HN03(aq) ~ N03(aq) + H alleen het nitraatspe-
cies in aanmerking genomen. 
Teneinde de schrijn~ijze der reakties te vereenvoudigen worden de voor-




al .. all = + + K1+(H ) K11 +(H ) 
K 
..: (H+)2 3 a = al3 1-· + 2 + 3 K3+ (H+) .. . (H) +K13.1 (H )+Kl3.l'Kl3.2 
K4 Kl3.1 ·. (H+) 
a4 = al3.2= + + 2 + K4+(H ) (H) +Kl3.l(H )+Kl3.l'Kl3.2 
K7 Kl3.1 . Kl3.2 
a7 = al3.3= (H +) 2 + K13. 1 (I-t) + Kl3 • 1" Kl3 . 2 + K7+(H ) 
3.1. De Gibbs vrije reaktieënergie in standaard omstandigheden. 
Onder deze hoofding worden zowel de enkelvoudige als s·amengestel-
1 I I 
de reakties gegeven. Daarbij zijn de ~ G;-, ~ G~- en ~ G;- ~aarden 
berekend, zijnde de Gibbs standaard vrije reaktie~nergie, eventueel ge-
korrigeerd naar hun a:!: ionen aktiviteit gelijk aan 10-4, 10-7 en 10-9 





Deze reakties en hun respektievelijke t::, G0 - of t:. G0 -waarden 
r r 
zijn samengevat in appendix 1. De cijfers in de 4e kolom hebben be-
trekking op de o2-korrektie gelijk aan:!: m. 5,46. Het volstaat deze I I I 
waarde aan ~ G0 of ~ G0 toe te voegen om !::. G0 te bekomen. 
r r r 
Een schematische voorstelling van de evenwichtsligging van elke groep 
van reakties behorend tot éénzelfde stikstofreaktief wordt door mid-
del van een pij 1 weergegeven in de figuretl A1 tot A17 • 
20. 
3.1.2. Samengestelde reakties. 
I 
Deze reak~~es en hun ~ G; of 6 G;, evenals de faktor ± m.S,46 
ten einde 6 G; te berekenen zijn opgenomen in appendix 2. 
3.1.3. Bespreking. 
3.1.3.1. Enkelvoudige reakties. 
Fig. 3 geeft een globale schematische voorstelling van de 
evenwichtsligging bij pH ; 4, 7 en 9 en (02) = 1 en 10-
4 tussen 
de besproken stikstofverbindingen onderling. Het getal bij elke 
verbinding wijst op het oxydatiegetal van N in deze verbinding. 
De ligging van het evenwicht tussen twee verbindingen wordt aange-
duid door de richting van de pijl en het bijgeschreven nulTD'Tler wijst 
op de overeenstemmende reaktie. De mmmers voorzien van C*) wijzen 
alleen op de evenwichtsligging bij pH;4; de nummers voorzien van 
~ wijzen alleen op de evenwichtsligging bij (02) ; 1 en de num-
mers voorzien van ~ wijzen op een omkeren van de evenwichtslig-
ging bij wijziging van zuurtegraad en o2 fugaciteit.Fig. 3 laat toe 
enkele spontane processen-opeenvolging van negatieve vrije reaktie-
energieën-te volgen.Hiertoe wordt een bepaalde verbinding als uit-
gangsprodukt gekozen en volgens de richting der pijlen de volgende 
verbindingen opgespoord. 
Uit de verbinding met de meest gereduceerde stikstof, nl. 
[ NH4 +, NH3 ] , kunnen zoals voorgesteld in figuur 4, spontaan door 
oxydatie een aantal verbindingen gevormd worden. Hieruit blijkt dat 
[ NH4 +, NH3 ] door oxydatie zowel rechtstreeks als via een reeks 
intermediairen tot N03- kan overgaan; dit geldt zowel bij pH; 4, 
-4 -7 en 9, en (02) ; 1 en 10 , behalve voor de oxydatie van [ N3H,N3 ] 
naar [ H2N2o2, HN2o2-, N2o2-
2 ] die enkel bij pH ; 4 doorgaat. 
Elke tussenstap kan tevens spontaan oxyderen en uiteindelijk wordt 
de meest stabiele verbinding, N03~,gevormd. Het uitgangsprodukt, 
[ NH4+, ~B3 ]alsook de verschillende tussenprodukten,verrneld in fig. 
4 kunnen reageren met vorming van gasvormige verbindingen,waa.rbij dus 
de vrije reaktieënergie negatief is.Zo bZUlen volgende gassen langs 
/ 
21. 
Fig .3 : GLOBALE SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE EVENWICHTS-
































' Fig.4 :SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE EXERGONISCHE 
OXYDATIE VAN [NH: ,NH3] 
23. 
oxydatieve weg onuvikkelen: ~9, N02, N03, N2H2, N20, N2o3, N2o4, N2o5, 
HNO en N2. 
Voor de verschillende reduktieprocessen kan uitgegaan worden van 
de meest geoxydeerde verbinding en de spontane reduktiemogelijkheden 
ervan nagegaan worden. Dit schem is weergegeven in fig. 5 uitgaande 
van N03 voor zowel pH= 4, 7 en 9 en (02) = 1 en 10-
4
. Belangrijk hier-
bij is dat de enige eindverbinding van zowel de rechtstreekse reduktie 
als de reduktie via intermediaire verbindingen steeds elementaire stik-
stof is en niet een verbinding met lagere valentie zoals [ NH4 + ,. NH3 ] . 
In dit scheiP.a komen alleen N03- en [ HN02 , N02- ] voor als niet- gas-· 
vormige verbindingen. Waar N03- alleen tot N2 kan gereduceerd worden 
bij pH= 4 en (02) = 10-
4
, kan [HN02 , NOz] in alle omstandigheden 
naar N2 overgaan endaarenboven tot N20 gereduceerd worden bij pH= 4 
en (02) = 1 of pH= 4 en 7 en (02) = 10-
4
. Verbindingen zoals NO, N2o3 
en N2o5 worden door reduktie slechts gevormd uit N03. N20 daarentegen 
kan gevormd worden uit verschillende verbindingen en aangezien het al-
leen tot N2 kan overgaan, mag deze verbinding beschouwd worden als voor-
laatste schakel in een reeks overgangen. De reduktie van N2o5 tot 
[ HN02 , N02- ] is bij ( o2) = 1 beperkt tot pH = 7 en pH = 9, ~aar 
gaat bij (02) = 10-
4 door zowel bij pH= 4,7 als 9. De reduktie van 
N2o4 tot [ HN02 , N02 ] is beperkt tot pH= 7 en 9. 
Uit de globale schematische voorstelling van fig. 3, betrekking 
-4 hebbend op pH = 4, 7 en 9 en (02) = 1 en 10 , kan eveneens afgeleid 
worden dat uitgaande van [ NH4 +, NH3 ] of N03 en door oxydatie en re-
duktie alle verbindingen spontaan kunnen gevorm:l worden, met uitzonde-
ring van NH2 en [ NH20H, NH3or-t ] . Uit het geheel blijkt m3- de sta-
bielste verbinding te zijn gevolgd door N2. Het evenwicht van reakties 
met N2o , N2o3 , N2o4 en N2o5 ligt meestal naar deze komponenten. 
Uit de f:.. G; - waarden van de reakties nr 154 en 155 blijkt dat 
NH3(aq) stabieler is dan ~B3 (g)' en N2H4 aq stabieler dan N2H4 g. 
In de veronderstelling dat alleen N03- en (of) [ 002 ,N02- ] aan-· 

























Fig.5: SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE EXERGONISCHE 
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Fig .6 :SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE SPONTANE 













vormd worden langs spontane oxydatieve weg. 
In standaard omstandigheden (gekorrigeerd voor zuurtegraad en 02 
aktiviteit) is het OÀ'Ydatieproces van N1-I4 + naar N03- volledig exergo-
nisch wat ook de tussentrappen wezen. Door reduktie kan N03- enkel ex~r­
gonisch ontstaan uit l\T03 of N2o5 ;, [ 002 , N02- ] enkel uit N2o5 ,N02 , 
N2o4 of N2o3 . De reduktie van N03- naar [ 002 , N02- ] is endergonisch, 
evenals de redukties van N03- of [ HN02 , ND2-] naar NO. Reakties tussen 
[ NH30H+, NH20H] als reaktief en alle overige stikstofverbindingen, be-
halve NH2 , zijn exergonisch. 
3.1.3.2.Samengestelde reakties. 
Fig. 7 geeft een globale schewatische voorstelling van de evenwiehts-
ligging der samengestelde reakties bij pH= 4, 7 en 9 en (0,..,) = 1 en 10-4. 
L. 
In deze figuur zijn de reaktieven verbonden met een stippellijn, die op 
haar beurt door een volle lijn verbonden is met ofwel 1 reaktieprodukt, 
ofwel met een andere stippellijn die 2 reaktieprodukten verbindt.Van de 
reakties waarin H2 voorkomt zijn reaktieven en produkten rechtstreeks 
verbonden met een volle lijn. De pijlen op de volle lijnen of op de stip-
pellijnen slaan op de ligging van het evenwicht. De bijgeschreven cijfers 
refereren naar het nurrrrner van de reaktie. Cijfers voorzien van (*) wijzen 
erop dat de schematische voorstelling alleen geldt bij pH = 4; bij pH::.:7 
I 
en (of) pH = 9 keert het teken van 6 G; om en wijzigt aldus de richting 
van de pijl. 
Uit de gegevens van fig. 7 zijn de figuren 8, 9 en 10 opgesteld.Zij 
hebben betrekking respektievelijk op spontru1e ontbindingsreakties ,spon-
tane reakties tussen 2 reaktieven en 1 produkt en spontane reakties tus-
sen 2 reaktieven en 2 produkten. 
Wijzen we in fig. 8 op o.a. volgende gegevens : [ HN02, N02-] ont-
bindt spontaan naar NO+ N03- alleen bij pH= 4; zowel bij pH= 4, 7 of 
- + 9 ontbindt "NO naar [ HN02 , N02 ] + N20; [ NH30H , NH20H] naar 
+ + -[ NH4 , NI-I3 ] + N2 en [ NH4 , NH3 ] + N20; N02 of N20 4 naar N03 + 
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Fig.S:SCHEMATJSCHE VOORSTELLING VAN DE SPONTANE 
ONTBINDIMGSREAKTIES 
29. 
ook de reaktieven wezen, door hun spontane ontbinding worden verbindin-
gen gevonnd die ofwel stabiel zijn of1vel verder kunnen ontbinden. Het 
uiteindelijk resultaat van deze transformatie is de vorming van 
[ NH4 +, NI-I3 ] , NZ, N20 of NG3..,. In hoever de tussenverbindingen in een 
bepaald milieu kunnen gedetekteerd v1orden, hangt af van de reaktiesnel-
heid waarmee de omzettingen plaats grijpen en van de mogelijkheid om 
aan het systeem te ontsnappen onder bv. gasvorm. 
Uit de voorstelling van de san:.engestelde reakties in fig. 9 blijkt 
Nz te kunnen gevormd worden uit NHz + NO, [ N'r-I4 +, NH3 ] + NO, [ NH4 + ,NH3 J + 
[ HN02 , N02- ] ,[N3H , N..,.- ] + ( HN02 , N0 2-] en [ NH30H+ ,NH20H ] + 
[ HzN2oz , HN2o2-, N2o2- ~ J • [ HN02 , No2- J wordt gevorm:l uit NO + N02 , 
Nz04 of No3- . NzO wordt gevormd uit [NH30H+, l\1H20H ] + [ Hl\D2 , No2 ] 
en [ NH4 +, l\?.3 ] + N03-. Ook aan de hand van fig. 9 kan afgeleid worden 
- -2 dat reakt~es met N03~ N2o5, N2o4, NOZ'+l\D, [ HzN202, HN202 , Nz02 ] , 
[N3H, N3 ] , [NH30H , NH20H ] , [ N2H5 , N2H4 ] , NH2 evenals met 
[ HN02, N02- J , N03- of [ NI-I4 +, NH3 J leiden tot de vorming van N2 , wel 
te verstaan zo de intermediairen aan het systeem niet ontsnappen voor-
aleer omgezet te zijn. Alleen voor NZO is uit fig. 9 geen verdere om-
zetting af te leiden. Aan de hand van de enkelvoudige reakties kan ~-r2o 
wel omzetten tot Nz. 
In fig. 10 wordt de vornring van N03, N03-, N20 4 , Nz03, NO, N20, 
N2 en [ NH4 +, NH3 J voo:rsestcld. De on1..zettingsmogelijkheden van deze 
verbindingen kunnen via de gegevens uit fig. 8 en 9 verder afgeleid 
worden. 
De reakties met Hz als één der reaktieven of produkten zijn niet 
opgenomen in één der vorige figuren. Het weze hier echter aangestipt 
dat het evenwicht van dergelijke reakties, in hoofdzaak bepaald wordt 
door de overige reaktieven en produkten; zo ligt in de reakties met 
NO, N2o, [ N2H5 +, N2H4 ] als reaktieven en N2 als produkt het even-
wicht naar N2, waar de H2 zich ook bevindt. In reakties met N2 en H2 
als reaktieven ligt het evenwicht P.aar [ NH4 +, NH3 ] of [ NH4 + ,NH3J + 
- . . + N03 . NO + Hz zet z1c11 om tot [ NH30H , NI-I20I-I ] . 








< <( +2 
:I: 
u 














(E3H,N; }-c--178 209 ~ 
~ 62 160 [3] 
{ N20 183 176 
HNO 
H2N202,H N2o;, N202
2 H2N202,H N202,N2022 
~ 0 
·{ 
{ N02 N204 
{ ~ N20s 
(No31 
Fig.9:SCHEMATISCHE VOORSTELLING VAN DE SPONTANE 





































INH; ,NH3 I (NHf,NHJ -3 
{ · NH2 } N2Hi.N2H4 -2 
{ N2H2 NH30H~NH20H 
I N3H ,N3 I 
~ 
lE§]-c- [cio] +2 
{ N203 N,03 ~ +3 HN02,NO; HN02,N02 
{ ~+· N02 t--h04 
{ No; No;- } +s N20s 
1No3] ... (N03 I ,+6 
Fig.10 : SCHEMATISCHE VOORSTELliNG VAN DE SPONTANE REAKTIES 
TUSSEN 2 REAKTIEVEN EN 2 PRODUKTEN 
7 
32. 
den tot N2 en C02, en op de _v~rming van N2 en co2 uit 1rreum +[HN02,l\D2-]. 
Uit de enkelvoudige reakties blijkt dat NO door reduktie enkel uit 
N03 exergonisch kan gevornrl worden; fig~ 8 leert evenwel dat NO ook kan 
ontstaan door ontbinding van [ HN02 ,No2- ] , N02, N2o3 en N20 4. Volgens 
figuur 9 kan NO ontstaan uit [ I-ll'J02 ,N02- ] + [ H2N20z ,HN2o2-, N2o2 -
2 ] . 
Zoals figuur 10 aantoont ontstaat l\D met l\D3 uit [ HN02,No2- ] + N?2 , 
- - + -
met N03 uit [J-JNJ2,N02 ] + N2o4 en met NZ uit ·[NH4 ,NH3 ] + N03 . 
Alle mogelijke reakties met [ NH30H ,NJ-I20H ] als produkt zijn, 
berekend aan de hand van de enkelvoudige reakties, endergonisch. De ont-
binding van [ H2N2o2 ,I--.:N2o2- ,N2o2 -
2 ] of [ N3H,N3- ] met vorming van 
[ NH30H+ ,NH20H ] is daarentegen exergonisch. 
Waar aan de hand van de enkelvoudige reakties de reduktieproces-
sen bij N~ eindigen, kan de stikstofverbinding Jret de laagste valentie, 
nl. [ NJ-14 ,NH3 ] spontaan gevornrl worden via de samengestelde reakties. 
In de veronderstelling dat alleen N03- aanwezig is, kan daaruit 
enkel N2 gevormd worden; zo [ HN02- ,No2-] alleen voorkomt, kunrrèn daar-
uit alle stikstofverbindn1gen, met uitzondering van NH2 afgeleid worden; 
de aanwezigheid NI-I4 + geeft eveneens aanleiding tot de vorming Va.n alle 
stikstofverbindingen, belmlve NH2. 
Belangrijk is wel dat in het reduktieproces van N03- over 
[ HND2,No2- ] in standaard omstandigheden, deze eerste overgang steeds 
een endergonische reaktie is, terwijl alle overige redukties exer-
gonisch kunnen zijn . 
3.2. De Gibbs vrije reaktieënergie in niet-standaard omstandigheden. 
I 
Van de reakties vermeld in appendix 1 en 2 is t:, G0 , t:, G0 en 
,, r r 
de faktor teneinde 6 G0 te bekoiJ1en, weergegeven. De besprekingen 
r 
daaraan gekoppeld gelden dus enkel bij aktiviteiten en (of) fugacitei-
ten van de deelneJrende reaktieven en produkten gelijk aan 1, pH= 4, 




Uit de algemene vergelijking 
LIG = 
r 
of L1 G = r 
of Ll Gr = 
of L1 G = r 
LI G0 + R T ln Q 
r 
L1 G; ± n R T pi-I :!: m R T ln (02) + R T ln Q 
o I I 
LIGr ± m R T ln (02) + R T ln Q 




blijkt echter dat WéllUleer de aktiviteiten en (of) fugaciteiten afwijken 
I 
van 1, de term R T ln Q een aanzienlijke .invloed kan hebben op het teken 
van Ll G . Immers dit teken hangt af van de onderlinge verhouding van 
I y I I I I 11 
LIG 0 of L1G 0 enRTlnQ. Is LIG 0 of LIG 0 sterkpositiefdan 
r r 1 r · r 
ooet de waarde van R T ln Q sterker negatief zijn opdat LIG negatief 
I r " 
zou worden. Omgekeerd vereist een sterk negatieve LIG 0 of Ll Cf' een 
I y I 
sterkere positieve waarde van R T ln Q . De waarde van R T ln Q (of 
I 
1,364 log Q ) is afhankelijk van de grootte van de aktiviteiten en (of) 
fugaciteiten van de reaktieven en produkten. Wanneer deze parameters wij-
zigen kan het teken van Ll G en dus de evenwichtsligging omkeren. 
r 
Daar u~t de berekeningen van de evenwichtsligging van de enkelvou-
dige en de samengestelde reakties alle stikstofverbindingen, behalve NH2, 
kunnen afgeleid worden in standaard omstandigheden, is dit zeker ook het 
geval voor Iliet-standaard omstandigheden. Derhalve beperken wij ons tot de 
berekening van Ll Gr van de in standaard OIP.S tandigheden endergonische re-
duktie van m3 tot [ I-IN02 ,NO i- ] . 
Van reaktie nr 100 : 
bij 
34. 
' (0 )=10-4 is Ó G0 " co2)= 1 is ö G;,pH=4 = +32,55 bij = +27,09 2 r,pHF4 
Ó G01 
r,pH=7 = +36,36 ó G
0 1 1 
r,pHF7 = +30,90 
Ó G0 1 
r,pH=9 = +36,36 ó G
0 1 1 
r,pHF9 = +30,90 
In onderstaande tabel 2 zijn de ó G -waarden gegeven bij verschillende ver-
r 
houdingen van(ND3)/([ HN02,No2-J)en bij pHF4, 7, 9 en (02)= 1 en 10-
4
• Uit 
deze tabel blijkt dat N00-slechts kan omgezet worden vanaf een verhouding ~o;)f([ HND2 ,NO;])=l/ 10-l en bij pH= 4 en (02) = 10-4; bij een verhouding = 
l/lo-12 is de reduktie mogelijk bij (02)= 10-
4 en onafhankelijk van pH; bij 
1/lo-l~aat de reduktie door wat ook de pH of (02) weze.Uit deze bevindingen 
blijkt dat de reduktie van N03-naar [ HN02,No2-] slechts exergonisch wordt bij 
een zeer lage ( [ HN02 ,No2- ] ) ten opzichte van de (N03 -), verhouding die voor 
bodemorostandigheden een irreëel gegeven is. 
Tabel 2 
öG - waarden van de reaktie nr 100 bij verschillende verhoudingen 
-r 
(N03- )/ öG r 
- 6G0 1 6 G01 I 0' ' 6Go' I ( [ HN02,N02 ] ) 6 G0 6G r,pH=4 r,pH=7 r ,pH=9 r,pHF4 r ,pH=7 
10-5/1 + 46,19 + 50,00 + 50,00 + 40,73 + 44,54 
1/1 + 32,55 + 36,36 + 36,36 + 27,09 + 30,90 
1/10-s + 18,91 + 22,72 + 22 '72 + 13,45 + 17,26 
1/l0-10 + 5,27 + 9,08 + 9,08 - o, 19 + 3,62 
1/l0-12 
- 0,19 + 3,62 + 3,62 - 5,65 - 1,84 
1/10-14 












Aan de hand van een lijst stikstofverbindingen worden enkelvou-
' ' ' dige reakties opgesteld waarvan 1:1 G0 , 1:1 G0 en 1:1 G0 berekend zijn. 
r r r 
Zowel de spontane oxydaties als spontane redukties zijn daarbij gevolgd. 
Van de in de literatuur gevonden en getabelleerde samengestelde reak-
ties worden de spontane ontbindingsreakties, evenals de spontane reak-
ties tussen 2 reaktieven en 1 of 2 produkten opgespoord. 
Zowel in aëroob ( (02) = 1 ) als in a~ëroob ( (02) = 10-4) mi-
lieu kunnen door oxydatie van [ NH4 + ,NH3 ] verschillende stikstofgas-
sen op spontane wijze ontstaan. Door reduktie van N03- kan enkel bij 
pH = 4 en (02) = 10-
4 N2 op spontane wijze afgeleid worden. Uit 
[HN02,No2- ] kunnen onafhankelijk van pH en (02) alle gasvormige stik-
stofverbindingen, behalve NHz, ontstaan. In gesloten systemen worden 
alle verbindingen wat ook de omstandigheden wezen, spontaan omgezet 
tot de meest stabiele verbinding, N2• Het weze echter veronderstëld 
dat voor veel van deze exergonische reakties katalysatoren nodig zijn 
om een meetbare omzetsnelheid te bereiken. In biologische systemen 
kunnen enzymen dit bewerkstelligen. 
De reduktie van No3- tot [ rlli02,No2- ] in het denitrifikatie-
proces is niet spontaan in standaard omstandigheden. Slechts in ir-
reële bodeJTI.kondi ties wordt deze reduktie exergonisch, hetgeen laat 
veronderstellen dat in natuurlijk milieu de omzetting van ND3- tot 
[ HNJ2 ,No2- ] gekoppeld is aan een energie leverend proces. 
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Hoofdstuk II 
HET DENITRIFIKATIEPROCES IN DE BODEM. 
II.l. Literatuuroverzicht. 
1.1. Historisch overzicht. 
In het midden van de 19e eeuw wordt voor de eerste .maal in de 
literatuur gewezen op het verschijnsel waarbij onder bepaalde om-
standigheden stikstof verloren gaat (REISET ,1856). In 1882 stellen 
DEHERAJN en MAQUENNE vast dat nitraten kunnen gereduceerd worden in 
bouwland, doch dat daarvoor veel organisch materiaal en een absolute 
afwezigheid van zuurstof noodzakelijk is. Aan GAYON en DUPETIT 
(1882 a en b, 1886) moet evenwel de verdienste toegekend worden voor 
het eerst de biologische oorsprong van het denitrifikatieproces aan-
getoond te hebben. In hun onderzoekingen wijzen zij op de transfor-
matie van nitraat naar nitriet onder mikrobiële inwerking en anaë-
robe omstandigheden en op de vorming van stikstofgas : 11 ••• les 
faits que nous venons d'exposer donnent en grande partie l'explica-
tion de la présence frequente, et souvent déjà constatée, des ni-
trites dans le sol et dans les eaux qui en découlent ... le gaz qui 
se dégage est de 1' azote pur •.. 11 • De opzoekingen op het einde van 
de 19e eeuw zijn voornamelijk gewijd aan de isolatie van nitraatre-
ducerende bacteriën uit grondmonsters, stro en paarden-of kalveren-
nest. Deze bacteriën worden gerangschikt naargelang zij nitraat om-
zetten tot nitriet of tot stikstofgas (GILTAY en ABERSON ; , 1891; 
BREAL, 1892; SEVERIN, 1897; HUGOUNENQ en DOYON, 1897; GRIMEERT, 1898; 
~~' 1898; GRIMEERT, 1899 ). 
De eerste onderzoekingen over denitrifice:rende bacteriën, geï-
soleerd uit zeewater, zijn afkomstig van GRAN (1901). Deze auteur 
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naakt reeds onderscheid tussen assimilatorische en dissimilatorische 
nitraat-en nitrietreduktie. 
In 1902 wijst WElSSENBERG op mogelijke chemische omzettingen 
naast biologische stikstoftransformzties. 
De besluiten uit de uitgebreide onderzoekingen van HOFLICH 
(1902) over de denitrificerende bacteriën in mest, stro en grond kun-
nen als volgt samengevat worden : 
1. Alle gronden bezitten in het algemeen denitrificerende bacteriën; 
2. er is geen verschil tussen gronden, die al dan niet meststof 
ontvangen hebben; 
3. de denitrificerende bacteriën kunnen in de grond leven, zelfs 
in afwezigheid van meststof gedurende meerdere jaren, (dit in 
tegenstelling met de beweringen van JENSEN, 1904); 
4. de grond heeft geen specifieke soorten; het zijn dezelfde als 
in de mest; 
5. er is een nauw verband tussen de denitrificerende bacteriën 
van mest, stro en grond. 
De eerste auteur die melding ma.akt van stikstofoxyden is 
JENSEN ( 1904 ) . 
De eerste tellingen van denitrificerende bacteriën worden be-
schreven door VAN ITERSON Jr.(l906). Deze onderzoeker komt tot 2000 
organismen I g tuingrond en 100 organismen I g kanaahva ter. 
SEWERIN (1909) wijst op het feit dat de denitrific.erende bac-
teriën fakultatief anaëroben zijn. Hij schrijft dat de denitrifice-
rende bacteriën zich goed vermenigvuldigen in een aërobe grond, 
naar htm aktiviteit vermindert; in een grond met hoge vochtigheid 
(meer anaëroob) is de celtoename niet zo groot, naar de aktiviteit 
stijgt. 
De mogelijkheid tot vorming en afbraak van N2o door verschil-
lende bacteriën \vordt uitvoerig beschreven door BEIJERINCK en 
MINJO.'!AN , (1910) . 
Waar alle voorgaande onderzoekers wijzen op de noodzakelijke 
aanwezigheid van veel cellulose, stro of analoog organisch materiaal 
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voordenitrifikatie, duidt OELSNER (1918) op het feit dat denitrifi-
katie ook kan doorgaan zonder koolstof-energie toevoeging, zelfs 
bij verlaagde terrperatuur, als de luchthuishouding maar gebrekkig is. 
De eerste onderzoekingen over het enzymatisch karakter van 
de reduktie van nitraat naar nitriet komen van STICKLAND (1931) en 
WOODS (1938). Deze auteurs wijzen op de belangrijkheid van bepaalde 
waterstfdonors en enkele inhibitoren. 
In 1944 wijzenDHAR en PANTop een mogelijke niet biologische 
reduktie, aan de hand van stikstofverliezen in steriele gronden. 
MEIKLEJO~W (1949) schrijft dat de essentiële voorwaarde voor 
denitrifikatie in de natuur een zwak alkalische reaktie is (pH= ± 8) 
en voldoende aanwezigheid van organisch materiaal dat kan dienst 
doen als H-donor. Een strikteanaërobiÜse is niet noodzakelijk.Deze 
auteur weerlegt ook de bewering van BEIJERINCK en M[NKMAN als zou 
N2o in de natuur voorkomen. VolgensMEll~ zijn de koncentraties 
aan nitraat in de onderzoekingen van BEIJERINCK veel te hoog in ver-
gelijking met deze in de natuur. 
Alhoewel het algemeen bekend was dat denitrifikatie in de bodem 
optrad, bleef het direkte bewijs achterwege ten gevolge van de be-
perkte experimentele mogelijkheden. De grootste interesse wordt echter 
terug opgewekt door het feit dat in 1946 ADEL N20 vaststelt in de 
atmosfeer, en dat de gehalten ervan toenemen dicht bij het aardopper-
vlak. Volgens deze auteur (1951) ligt de herkomst van N20 in de 
grond. Van daaruit kan N20 diffunderen naar de opperatmosfeer waar 
het fotochemisch ontbonden wordt bij À < 2000 Ä tot N2, 02 en NO 
dat op zijn beurt ook ontbindt tot N2 en 02• Bij middel van infra-
rood analysen kan ~DLD (1954) N20 vaststellen in waterverzadigde 
gronden: hij konstateert daarbij dat een zuurstofdeficiëntie nood-
zakelijk is. 
Aan de hand van selektieve absorptiemiddelen, de Warburgtech-
niek , het gebruik van aangeriikte stikstofverbindingen en later de 
gaschrowa tografie wordt het denitrifikatieproces verder onderzocht. 
Een overzicht van de verschillende onderzoekingen aangaande invloed-
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rijke faktoren op het denitr~f~katieproces wordt gegeven door BROADBENT 
en CLARK (1965). 
1.2. Landbouwkundige aspekten. 
De landbouwkundige aspekten van het denitrifikatieproces l1ebben 
vooral betrekking op de gebrekkige N-recovery en de daarmee gepaard 
gaande verlaagde N-efficiëntie van de stikstof-meststoffen. 
Dit literatuuroverzicht wordt beperkt tot enkele recente proef-
nemingen. 
In de studie met veldlysimeters; gevuld met zandleem en leem, be-
mest met aangerijkte KN03 en (NH4) 2so4 en deels begroeid met gerst en 
deels braakgehouden, vinden BOBRITSKAYA en MOSKALENKO (1969) 11 tot 
27 % van d~ toegediende stikstof niet terug onder groeiomstandigheden 
en 26 tot 40 % in de niet begroeide lysimeters. Dit verlies wordt door 
de auteurs toegeschreven aan gasvorming. 
In de experimenten van SIMPSON en FRENEY (1967) is de recovery 
van àangerijkte No3- -N met raaygras op een zure bodem vrij hoog 
(90 tot 100 %), behalve wanneer No3- toegediend wordt aan een grond 
met hoog stikstofgehalte. In dit geval bedraagt de N-recovery slecl1ts 
69 % . 
MAKAROV (1969) besluit uit zijn potproeven, beplant met gerst 
op een sod-podzol grond (pHKCl = 5,0) dat de plm1ten 34 à 50 % van de 
- aangerijkte stikstof-meststof opnemen, ongeveer 15 % N gefixeerd wordt 
in de grond en 18 tot 49 % verloren gaat onder gasvorm. 
De invloed van de plantengroei op het stikstofverlies wordt 
door Kr~ en MOORE (1968) als volgt samengevat : 
- een sterke plantengroei veroorzaakt een snelle daling van de mine-
rale stikstof voor biologische of chemische denitrifikatie en ver-
mindert aldus de kans op stikstofverliezen; 
- de planten scheppen in de rhizosfeer gunstige omstandigheden voor 
denitrificerende bacteriën (WOLDENDORP, 1963). 
Een overzicht van oudere balansstudies wordt gegeven door 
ALLISON (1965). 
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Wijzen we in deze paragraaf, alhoewel dit niet tot het denitri-
fikatieproces behoort, evenzeer op het verlies aan stikstof door Nt~­
vervluchtiging. In dit verband kan verwezen worden naar de artikels van 
ALLISON (1955), LEGG en ALLISON (1967), LEIR en VM WESEMAEL (1968) en 
I.A.E.A. (1970). 
1.3. Biochewásche aspekten. 
In de natuur komen uvee typen van nitraatreduktie voor :de assi-
milatorische reduktie en de dissimilatorische reduktie. De assimilato-
rische nitraatreduktie wijst op de reduktie van nitraat naar ammonium 
als bouwsteen van het ITiikrobiëel eiwit. De dissimilatorische reduktie 
wijst op de reduktie van nitraat tot stikstof of gasvonnige stikstof·· 
bestanddelen (EGAMIT, 1957; VAN 't RIET, 1970). De dissimilatorische 
reduktie 'vordt door zijn analogie met de zuurstofreduktie in aëroob 
milieu ook respiratorische reduktie genoenrl ( TANIGUCHI, ASPID, IIDA, 
KONO, OHMACHI en EGAMIT, 1957 ). Dit laatste proces treedt vooral op 
in anaërobe -omstandigheden. In beide gevallen dient ofwel N03- ofwel 
02 als terminale elektronen-of waterstofacceptor in de ademhalings-
keten. 
De nitraatassimilatie komt voor bij bacteriën, fungi en hogere 
planten. De nitraatrespiratie wordt alleen aangetroffen bij bacteriën. 
In beide processen wordt nitraat gereduceerd tot nitriet door toedoen 
van enzymen die naar hun funktie respektievelijk assimilatieve en res-
piratorische nitraatreduktasen genoemd worden, De eigenschap van de 
dissimilatieve nitraatreduktie is fakultatief, hetgeen betekent dat de 
bacteriën kunnen groeien in afwezigheid van nitraat maar met zuurstof. 
In Aerobacter aerogenes zou volgens VAN 't RIET, STOUTHAMER en 
PLANrA (1968) het assimilatorisch en het respiratorisch enzymkemplex 
verschillend geregeld worden. Zij zouden een verschillende samenstel:-. 
ling hebben maar in beide gevallen hetzelfde eiwit voeren. De respira-
torische nitraatreduktase is ~~n membraan gebonden proteïne 
(VAN 't RIET en PLANTA, 1969; LAM en NICHOIAS, 1969 b ) • 
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Principiëel omvat de nitraatrespiratie volgende komponenten 
oxydeerbaar materiaal (elektronen-of waterstofdonor), dehydrogenase, 
elektronentransportsysteem, reduktase, elektronen-(of waterstof-) ac-
ceptor. Aan de hand van kunstmatige wijzigingen van deze elementen wor-
den met bacteriën of bacterieëxtrakten een aantal mogelijke stappen in 
het denitrifikatieproces beschreven. 
Bij nazicht van de literatuurgegevens van experimenten op geiso-
leerde denitrificerende bacteriën of hun extra.kten (ALLEN en VAN NIEL, 
1952; SACKS en BARKER, 1952; VERHOE\~, 1956; KLUYVER, 1953;NASON,l962) 
blijken volgende inter~ediaire verbindingen de aandacht te trekken: 
nitrawide,nitroxyl, hyponitriet, hydroxylarnine, N02-, NO, N20 en N2.De 
verschillende auteurs zijn eensgezind omtrent de eerste reduktietrap : 
N03- -+ N02 -. De tussenkomst van nitroxyl is volledig hypothetisch en 
tot hiertoe niet bewezen. De suggestie als zou hyponitriet tussenkomen 
kon niet bevestigd worden noch door ALLEN en VAN NIEL (1952) met Pseudo-
rnonas · stutzeri, noch door KLUYVER en VERrDEVEN (1954) met Micrococcus 
denitrificans of Ps. aeruginosa, noch door IWA.SAKI en MJRI (1958) met 
Ps.denitrificans. Volgens ALLEN en VAN NIEL (1952) zou ni_tramide in 
plaats van hyponitriet (deze verbindingen hebben dezelfde empirische 
formule) als intermediair optreden. rfum bewijs dàarvoor is de reduktie 
van nitramide tot stikstof door Ps.stutzeri. Verder bewijs daarvan is 
uitgebleven, evenals een afdoend bewijs dat deze auteurs wel degelijk 
100 % nitrarnide konden synthetiseren. 
Aanvankelijk werd door IWASAKI en MORI (1958) en IWASAKI (1960) 
gesteld dat hydroxylamine als intermediaire verbinding optreedt in het 
denitrifikatieproces. In aanwezigheid van nitriet, laktaat, laktaat de-
hydrogen ase , en een gezuiverd 11 den i trifying enzym 11 uit Ps. denitrifi-
cans stellen deze onderzoekers de vorming van N2o, NO en N2 vast. 
MÄTSUBARA (1970) weerlegt deze conclusie op grond van een verbeterde ana-
lysetechniek, en het feit dat NH20H in hogere koncentraties het normaal 
denitrifikatieproces remt en in lage koncentraties niet noemenswaardig 
'-· 
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tussenkomt als reaktief. RENNf.R en BECKER (1970) daarentegen stellen 
vast dat in aanwezigheid van nitriet hydroxylamine kan omgezet worden 
door Corynebacterium nephridii tot N20 en NO. Volgens deze auteurs zou 
hydroxylamine de reduktie van NO naar N20 inhiberen, maar anderzijds dt; 
gasevolutie uit N02- stimuleren. 
Uit de experiir..enten met Ps. stutzeri van ALLEN en VNJ. NIEL (1952), 
met Micrococcus denitrificans van PICHINOTY en D'ORNANO (196lb)en met 
Ps. denitrificans van NAJJAR en CtliNG (1956) en SACKS en BARKER (1952) 
besluiten deze auteurs dat N2o geen direkte intermediair is in de vor-
ming van N2 uit nitriet. De redenen voor hun konklusies kunnen als volgt 
samengevat worden : 
1. _P$eudmtmas denitrificans reduceert N2o slechts na een lange lag-pe-
riode; 
2. CN-, N3- en dinitrofenol inhiberen de reduktie van N20 zonder de re-
duktie van ~D2 - naar N2 te remmen; 
3. N2o wordt niet steeds waargenomen. 
MATSUBARA en MORI (1968) bevestigen de voorgaande resultaten niet enne-
men aan àat in Ps. denitrificans N20 optreedt als voorloper in de vor-
ming van N2 uit :r,;o2-. Zij wijzen echter wel op het gevaar een mogelijk 
denitrifikatiescherna in 1 mikro-organisme te veralgemenen naar andere 
mikro-organismen. Uit de onderzoekingen van de reeds vernoemde ~WIR 
en BECKER (1970) en HART, LARSON en Me CLESKEY (1965) met Corynebacteri-
um n~hridii komt N20 als laatste stap voor in het nitraatdissimilatie 
proces . N20 kan niet verder als acceptor dienen, in tegenstelling met 
de . gegevens uit de proefneming met Ps. perfee tomarinus ( BARBAREE en 
PAYNE, 1967; PAYNE en RILEY , 1969 ). 
De eerste observaties van NO als intermediair denitrifikatiepro-
dukt komen van WYLER en DELlVICl-IE (1954) met gemengde denitrificerende 
kulturen en van NAJJAR en ALLEN (1954), NAJJAR en CHUNG (1956) met ex-
trakten van Ps. stutzeri en Bacillus subtilis. Deze laatste auteurs 
kunnen een fraktie afzonderen uit Ps. stutzeri met NO-reduktase kapaci-
teiten. Een NO-reduktase wordt eveneens vastgesteld in Corynebacterium 
nephridii (RENNER en BECKER ~970), in Ps. perfectomarinus (PAYNE en 
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RILEY, 1969 ) in Ps_. aeruginosa (FEWSON en NICIDLAS ,1960), en in Ps. 
deni trificans ( MIYATA en MJRI, 1968; MIYATA en MJRI, 1969; MA.TSUBARA, 
1970; MIYATA, MATSUBARA en MORI, 1969 ). Verschillende onderzoekers wij-
zen op de vorming van NO in het reduktiesysteem van verschillende bac-
teriën, afhankelijk van verschillende waterstofdonors (RADCLIFFE en 
NlffiOLAS, 1968; LAM en NICHOLAS, l969t ;WALKER en NICHOLAS, 1961; YAMAi"JAKA, 
1964 ) . 
Naargelang de onderzochte denitrificerende bacterie, worden in het 
elektronentransfersysteem van het nitraatrespiratieproces verschillende 
cytochroomsystemen en ubiquinonen vastgesteld (KNOOK en PLANTA, 1971; 
KODAMA, 1970; Yi\li~JCA, 1963; lAM en NICFDLAS, 1969a).Deze cytochromen 
(in afwisselend geoxydeerde en gereduceerde toestand) vormen samen rret 
de mogelijke tussenkorrst van Cu, Fe en Mb een tussenschakel tussen de 
dehydrogenase (oxydo-reductase) en de finale elektronenacceptor, waar-
bij overgeschakeld wordt van lage naar hoge redoxpotentiaal. Een. alge-
meen schema van elektronenstroom zou er aldus }QUUlen uitzien : 
substraat -+ pyridineproteïne + Havoproteïne -+ cytochroom -+acceptor. 
Meerdere onderzoekers wijzen op een koppeling van oxydatieve fos-
forylatie aan nitraatreduktie (JOl-IN en WHATLEY, 1970; KALTWASSER, VDGT 
en SCHLEGEL, 1962; O~~SHI en MORI, 1960; YAMANAKA, OTA en OKUNUKI,l962; 
OHNISHI, 1963). 
1.4. Denitrifikatiestappen. 
Zoals reeds eerder vermeld zijn alle auteurs het eens betreffende 
de eerste stap in de nitraatrespiratie: N03 -+N02- . In verschillende 
recente onderzoekingen (RENNER en BECKER, 1970; HART, LARSON en ~1c -
CLESKEY, 1965) leunt men nog steeds aan bij de in 1953 opgestelde tileo-
rie van KLUYVER inzake de intermediaire verbindingen in het denitrifi-
katieproces. 
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2 I-ffi3 .,.. 2 HN02--I ........ 2 (~) -~ H2Np2 N20 
nitroxyl hyponitri~ j 
N2 
nitraat nitriet 
Dit schema wordt door VERHOEVEN (1956) als volgt aangevuld. : 
De jarenlange onderzoekingen van Japanse onderzoekers op Ps. deni-
trificans, resulteert in volgend schema (MATSUBARA, 1970) : 
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Jl normaal denitrifikatieproces. 






--~ ... - enzymatische reakties, elektronentransportsysteem. 









onbekende komponenten in het elektronentransportsysteem. 
p - phenyleendiarnine. 
dimethyl - p - phenyleendiamine. 
t ' N,N,N ,N - tetramethyl - p - phenyleendiamine. 
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Vermelden wij hier ook de Tnogelijke chemische omzetting uit oor-
zake van de instabiliteit van rThD2 (ALLISON, 1965; REUSSen SMITH,l965): 
Volledigheidshalve geven W1J hier ook de denitrifikatietheorie 
van ~WBELL en LEES (1967), vermeld door DOMMERGDES en MANGH~OT (1970). 
Deze auteurs vertrekken van het idee dat bepaalde intermediaire verbin--
dingen dezelfde kunnen zijn in het denitrifikatie- en het nitrifikatie-
proces. Zij aanzien nitrohydroxylamine als mogelijke tussenverbinding 
tussen HN02 en N2o. Nitrohydroxylawine zou zich ook klu1nen ontbinden in 
NO. Hun denitrifikatieschema ziet er als volgt uit: 
l.S. Denitrificerende mikro-organismen. 
..,.N 
2 
Volgens DOMMERGDES en ~1A.NGENOT (1970) is het aantal echte deni trifi.-
cerende bacteriën (N03--+ N2 of N20) eerder gering en behoren zij hoofd-
zakelijk tot de geslachten Bacillus? Pseudomonas, Achromobacter, Micrococ-
cus en Spirillum. Het is echter wel mogelijk dat bepaalde bacteriën een deni-
trificerende eigenschap vertonen in vitro, maar niet in vivo. Zo be-
schouwt WOLDENDORP (1963, 1965) in de rhizosfeer enkel volgende bacteriën 
als werkelijk aktief: Pseudomorras ae1~ginosa, Achromobacter sp. en Bacil-
lus macer~, terwijl Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Spirillum 
itersonii,Spirillum sp. niet aktief zijn. 
De denitrificerende bacteriën zijn in hoofdzaak d1emoörganotroof , 
alhoewel enkele zoals Micrococcus denitrificans en Thiobacillus denitri-
ficans chemolithotroof zijn. 
VISSER en MIDDLE1DN (196_9) tellen gemiddeld 1, 9 x 109 en 3,8 x 
108 denitrificerende species I g droge grond in respektievelijk tro-
pische onder-water-staande gronden en tropische landbouwgronden. 
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Volgens VALERA en ALEXANDER (1961) is er een posi~e correlatie 
tussen. het aantal denitrificerende bacteriën en de iuurtegraad van de 
grond ( r = 0,66 tot 0,97 ). Zij tellen tot maximaal 0,9 x 106 species /g 
droge grond bij pH=± 7,5. 
Door TAKEDA en FURUSAKA ( 1970 ) zijn tellingen en identifikaties 
uitgevoerd van bacteriën in " paddy soils ". Het totaal aantal anaëroben 
is volgens deze auteurs lxl& /g droge grond, waarvan gemiddeld 1 x 105 
strikt anaëroben zijn. Tot de fakultatieve anaëroben behoren : 
- gram - negatieve bacteriën met peritriche zweepdraden (vb. Aerobac-
ter aero gen es); 
- gram - negatieve bacteriën met polaire zweepdraden (vb. Aeromonas 
aerophyla) ; 
- gram - positieve kokken (vb. S taphy lococcus sp . ) ; 
- gram- positieve sporenvormende bacteriën (vb. Bacillus sp.); 
- ~iet geïdentificeerde stammen. 
Tot de strikt anaëroben behoren hoofdzakelijk Clostridium species. 
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I I. 2. Kenmerken van de grondmonsters, aangewende methoden en proefopzet. 
2.1. Kenmerken en stikstoftoestand van de grondmonsters. 
De gebruikte proefgronden werden na de winter v66r de zaai-
en bemestingsperiade uit de bouwvoor van akkerland genomen. Zij wer-
den aan de lucht gedroogd, gezeefd door een 0,5 mn zeef, gehomoge-
niseerd en verder luchtdroog bewaard tot gebruik. Derhalve zijn de 
resultaten van de proefnemingen, hetzij anders vermeld, uitgedrukt 
op luchtdroge grond. 
Aan de hand van de gegevens die voorkomen in " Analyse resul-
taten en profielbeschrijvingen, " opgemaakt door het " Centrum voor 
grondonderzoek," Direkteur Prof. Dr. L. DE LEE~~, Fakulteit van 
de Landbouwwetenschappen, R.U.G., en aan de hand van de gegevens 
die voorkomen in " Monografie der Zeepolders " ( DE LEENI-JEER en VAN 
RUYMBEKE, 1960 ) werden een aantal grondmonsters verzameld met uit-
eenlopende karakteristieken. Uit deze verzameling werden voor de ver-
schillende proefnemingen drie grondmonsters weerhouden. 
De karakterisatie van de grondmonsters omvat enerzijds een alge-
meen overzicht van enkele belangrijke kenmerken en anderzijds een 
meer uitvoerige beschrijving Vlli! de stikstoftoestand.Deze paragraaf 
wordt besloten met een beschrijving van de omstandigheden waarin 
de grondmonsters bewaard worden. 
2.1.1. Enkele algemene kenmerken van de grondmonsters. 
In tabel 3 zijn herkomst, granulometrische samenstelling, tex-
t-uur en enkele algemene fysica-chemische eigenschappen opgenomen. 
Tabe13 
Herkomst, granulometrische samenstelli_gg, textuur en enkele algerrene 
fysica-chemische eigenschappen der grondmonsters. 
t f Grondruonster nr. 
3 10 13 
I 
Herkomst Kaartblad 85 E Zottegem 40 W Evergem 36 W Nieuwpoort 
Gemeente Grotenberge Sleidinge Slijpe 
Klei 10,3 3,5 35,5 Granulometrische 0 - 2 ~ 
samenstelling(%) Leem 81,1 20,0 51,7 
2-50 ~ 
Zand 8,6 76,5 12,8 
> 50 ~ 
Textwr Zandleem Lemig Zand Zware klei 
H20 6,88 5,12 7,74 
pH g/opl. = 1/5 
KC1 1 N 5,90 
g/opl.= 1/2,5 
3,95 6,90 
% ca co3 - - 4,.63 
% C (Springer en Klee) 1,06 1,29 1,60 
% Vocht in luchtdroge 
grond ( 105°C ) 
1,55 0,95 4,15 
Totale sorptiekapaciteit 13,57 10,31 23,83 
meq/100 g grond 
% Vochtgehalte bij 1/3 atm. 20,20 9,17 35,00 
% Maximale Waterhoudingskapa- 67 66 82 
citeit (% M.W.H.C) 
% Vochtgeh.bij veldkapaciteit 20,20 18,00 I 24,50 
Vochtgehalte bij veldkapaci- 32,8 27,3 29,9 
teit als % van de M.W.H.C. 
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De granulometrische sainenstelling, % Caco3 , % koolstof en % vocht 
in de lu:.htdroge grond werden bepààld door het 11 Laboratoriun voor Agra-
rische Bodemkunde'; direkteur Prof. Dr. L. DE ' LEENliliER. De analysemetl1oden 
worden beschreven in 11 M:mografie der Zeepolders 11 ( DE LEE!'-.1-ffiER en V.AN 
RIJYMBEKE, 1960). 
49. 
De totale sorptiekapaciteit werd bepaald volgens de gewijzigde me-
tllode van MEI-iLICI-I, beschreven in 11 Monografie der Zeepolders " (DE I.F..ENBEER 
en VAN RUYMBEKE, 1960). 
Het procent wchtgehalte bij 1/3 atmosfeer werd bepaald door het"Labo-
ra toriurn wor Bodemfys i ca" , direkteur Prof. Dr. ir M. DE BOODT. 
De maximale wa terhoudingskapaci te i t (M. W. H.C.) werd bepaald volgens 
de methode beschreven door JANSSON (1958). 
Het vochtgehalte bij veldkapaciteit werd geschat na de grond'110nsters 
op verschillende vochtgehalten gebracht te hebben. 
Het procent vochtgehalte bij 1/3 atmosfeer en het procent vochtgehalte 
bij veldkapaciteit valt alleen samen bij de zandleemgrond, voor de antiere 
grondmonsters is er een aanzienlijk verschil. Omtrent deze twee vochtigheids-
bepalingen schrijft PETERS, (1965) :" The 1/3-bar percentage has been found 
to be closely correlated to field capacity for many soils. However such cor-
relations must be verified by field measurements". De klassieke uitdrukking 
.van het vochtgehalte tijdens inlubaties is de M.W.H.C .. De optimale aërobe 
biologische aktiviteit wordt bereikt bij ongeveer 30 % van de M.W.H.C. 
(JANSSON, 1958). 
Zoals blijkt uit tabel 3 behoren de drie grondmonsters tot drie ver-
schillende textuurklassen. De zuurtegraad varieert van zuur tot alkalisch 
en alleen grondmonster nr. 13 is CaC03-houdend. De procenten koolstof wij-
zen op normale waarden voor bouwland. 
Enkele chemische eigenschappen van de grondmonsters zijn opgenomen 
in tabel4.De analysen werden uitgevoerd in het " Laboratorium voor Toege-
paste Fysico-Chemie ", direkteur Prof.Dr. ir A. VAN DEN HENDE, volgens de 






Enkele chemische eigenscharpen der grondmonsters. 
Grondmonster nr. 
r----
3 10 13 
Ca ( meq I 100 g grond ) 7,68 1,38 54,80 
Mg ( meq I 100 g grond ) 0,53 0,28 1,62 
K ( meq I 100 g grond ) 0,71 0,57 0,52 
Na ( meq I 100 g grond ) 0,16 0,16 0,29 
p ( m g I 100 g grond ) 5,22 2,55 8,55 
Voor de beoordeling van de chemische vruchtbaarheidstoestand van de 
grondmonsters aan de hand van de c]jfers in tabel 4, verwijzen wij naar 
de voorlopige nonnen beschreven door VAN DE'l" HENDE en COITENIE (1960) • 
2.1.2. Beschrijving van de stikstoftoestand. 
In deze paragraaf worden naast het overzicht van de algemene stikstof·-
karakteristieken, de mineralisatie-ennitifikatieëig2nschappen nader belicht. 
2.1.2.1. Algemene stikstofkarakteristieken. 
In tabel 5 wordt een overzicht gegeven van de stikstoftoestand en 
de CIN verhouding van de grondmonsters. De stikstoftoestand wordt geka-




Overzicht van de s~ikstoftoestand en de C/N verhouding der grondmonsters. 
Grondmonster nr. 
3 10 13 
Totale stikstof (mg N/100 g grond) 116,50 123,35 196,13 
NH4+- stikstof (mg N/100 g grond) 0,47 0,84 0,44 
NO"'"-3 stikstof (rng N/100 g grond) 1,20 0,79 0,84 
NO --2 stikstof (mg N/100 g grond) 0,010 0,004 0,016 
Totale minerale stikstof (mg N/100 g grond) 1,680 1,634 1,296 
Gefixeerde stikstof (mg N/100 g grond) 8,83 3,41 23,88 
C/N ver houding 9,44 10,67 8,58 
De totale stikstof wordt bepaald aan de hand van de klassieke kjel-
dahlmethode, met inbegrip van nitraten en nitrieten. De minerale stikstof 
wordt na extraktie met KCl 1 N (grond/oplossing = 1/2) bepaald door des-
tillatie. De gefixeerde stikstof wordt bepaald volgens de methode beschre-· 
ven door SChAGITSCHABEL (1961). De C/N verhouding is het getal dat de 
verhouding uitdrukt tussen het % koolstof Springer en Klee en het % totale 
stikstof. 
Het totaal stikstofgehalte schorrunelt van 116,50 mg tot 196,13 mg 
N/100 g grond, hetgeen overeenstemt met 3.495 kg en 5.884 kg N per hek-
tare bouwlaag ·Xo • Daarvan komt voor de onderzochte bodemmonsters van 
1,296 mg tot 1,680 mg N voor onder minerale vorm of 39 tot 50 kg per hek-
tare bouwlaag. Dit betekent 0,66 % tot 1,44 % van de totale stikstof. De 
* Aan 1 ha bouwlaag wordt een gewicht toegekend van 3 x 106 kg. 
I 
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gefixeerde stikstof varieert v~- 102,3 tot 716,4 kg N per hektare bouw-
laag of 2,76 % tot 12,18 % van de totale stikstof. 
Voor de drie grondmonsters wijzen de C/N verhoudingen op normale 
waarden voor bouwland (VA.t'l' 1-DVE, 1.969). Eet gehalte aan gefixeerde stik~ 
stof is in de lemige zandgrond laag, doch aanzienlijk hoger ·in de zware 
kleigrond; immers deze grond bezit een hoog kleigehalte (35 ,5 %) • Alhoe-
wel er volgens NO~IK (1965) geen algen~ne regel bestaat tussen het klei-
gehalte en de mogelijkheid om ammonium te fixeren, blijkt uit de analyse 
van een groot aantal grondmonsters, afkomstig uit de bouwlaag, een posi-
tief verband te bestaan tussen de ammoniumfixatie en het kleigehalte. De 
door ons berekende correlatiecoëfficië11t tussen het procent kleigehalte 
. en de gefixeerde stikstof, bepaald volgens de methode SCHAD-ITSCHABEL 
(1961), op 15 gronden met uiteenlopende textuur bedraagt : + 0,98~~~. 
2.1.2.2. Mineralisatie en nitrifikatieëigenschappen. 
Zoals algemeen bekend is komt de grootste hoeveelheid stikstof in 
de grmi.d wor onder organische vorm. Deze stikstof, ingebouwd in hunrus, 
wortels; orga.rlische meststoffen enz ., kan door biologische en in mindere 
mate door chemische of fysische processen omgezet worden tot minerale 
stikstof en aldus plant-opneembaar worden. De term 11 mineralisatie 11 
slaat op de biologische transformatie van organische naar anorganische 
stikstof (meestal ammonium). Het tegengesteld proces, waarbij minerale 
stikstof geïncorporeerd wordt in het organisch 1nateriaal en aldus orga-
nisch gebonden wordt, komt gelijktijdig voor en wordt 11 inunobilisatie 11 
genoemd. 
Van de totale hoeveelheid organische stikstof neemt echter maar 
een kleine fraktie deel aan de voortdurende wisselingen. De .karakterisai.-
tie van dit biologisch aktief deel, samen met het verband. mineralisatie-
immobilisatie worden uitvoerig beschreven door JANSSON (1958) en 
BARTHOLO~~ (1965). 
Naargelang de totale mineralisatie in een grond groter is dan de 
totale immobilisatie is het netto resultaat van de omwisselingen een mi-
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neralisatie; indien de totale irrrrnobilisatie groter is dan de totale mi-
neralisatie is het netto resultàat een immobilisatie. In nonmal behan-
deld bouwland is het netto resultaat een mineralisatie. Teneinde de bete-
kenis ervan praktisch te situeren, hebben wij berekend hoeveel minerale 
stikstof gemiddeld per jaar vrij komt door mineralisatie.Volgens filiNIN 
en DUPUIS (1945), ANSTETT (1959) en BENIN, MJNNIER en TIJRC (1959) zou 
in ons gematigd klimaat 1 à 2 % van de humus gemineraliseerd worden.Vol-
gens DOMMERGUPS en MANGENOT (1970) bedraagt de mineralisatie 1,8 % in een 
zware grond en 2,2 % in een lichte grond. Het gemiddeJd procent koolstof 
van de door ons behandelde proefgronden bedraagt 1,32 % en rekening hou-
dend met een koolstoffaktor = 2 (VAN illVE, 1969) komt dit overeen met 
een gemiddeld procent organisch materiaal van 2,64 %. Dit betekent 
· 79.200 kg humus per hektare bouwlaag. Aangenomen dat jaarlijks 2 % van 
de humus mineraliseert, betekent dit 79.200 x 2 % = 1. 584 kg hunrus/ha 
bouwlaag.Voor een stikstofgehalte van 5 % in de humus (BREMNER , 1965) 
komt dit overeen met 79,2 kg N per hektare bouwlaag en per jaar, die 
door mineralisatie ter beschikking va.Tl de planten komt. DE LEENI-JEER en 
VAN RUY}ffiEKE (1966) berekenden voor een goed verluchte leemgrond dat 
1400 kg humus en 70 kg N per ha en per jaar gemineraliseerd worden en 
dit over een periode van begin maart tot half oktober. 
Zoals blijkt uit bovenstaande berekeningen speelt de gemL~eraliseerde 
stikstof een belangrijke rol; het stikstofgehalte in geoogste planten 
komt voor een belangrijk deel uit de humus. 
De term " nitrifikatie " wordt gebruikt om het proces aan te dui-
den van de biologische oxydatie van armnonium naar nitraat. Deze omzetting 
grijpt plaats in u ve.e fasen, vooreerst de oxydatie van ammonium tot ni-
triet door de groep Ni trosomonas en vervolgens de oxydatie van ni-
triet tot nitraat door de groep Nitrobacter.De mikrobiële aspekten van 
deze processen worden beschreven door POCI-DN en DE BARJAC (19 58) en 
IDMMERGUES en MANGENOT (1970). 
Teneinde de stikstof-vruchtbaarheilstoestand van een grond na te 
gaan wordt door een aantal onderzoekers het mineraliserend vermogen on-
derzocht. Onder dit begrip verstaat men de hoeveelheid minerale stikstof, 
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biologisch vrijgekomen in een grond en gemeten bij mieHel van de inktba-
tietechniek, die erin bestaat de minerale stikstof te bepalen in het 
grondm:mster v66r en na het verblijf in een broedstoof bij bepaalde tem-
peratuur, vochtgehalte en verblijfsduurQMUNSON en STANFORD, 1955; 
VAN DEN I-ïENDE en MA.1DN, 1956; SAUNDER, ELLIS en hALL, 1957; EAGLE en 
.M\.1HEWS, 1958;VAN STALLEN, 1961; HUNTER en CARTER, 1965; LEGGen STANFORD, 
1967; STANFORD en LEGG, 1968).Niettegenstaande het groot aantal varianten 
in de inkubatiemethodiek, maakt de bepaling van het mineraliserend ver-
mogen en de nitrifikatiesnelheid een karakteristieke eigenschap van het 
grondmonster uit. 
Teneinde deze eigenschappen op de door ons behandelde grondmonsters 
te bepalen, werden zij aan èen inkubatieproefneming onderworpen. 
De drie grondmonsters, op vochtgehalte gebracht bij veldkapaciteit, 
worden geinkubeerd bij 30°C enerzijds als dusdanig (blanko) en anderzijds 
na toevoeging van 100 ppm N als (NH4) 2so 4. De evolutie van de stikstof 
als amnonium, nitriet en nitraat wordt nagegaan. De analysen worden in 
dubbel uitgevoerd. In de tabellen 6, 7 en 8 zijn de analysecijfers weer-
gegeven respektievelijk voor grondmonsters nr. 3, 10 en 13. Daarin zijn 
opgenomen: de inkubatieduur, Nn4+-N, N03-- N en m2--N voor zowel de blan-
ko als de bemeste behandeling. Het verloop van de NH4 + -N, N03- -N en de 
totale minerale stikstof in funktie van de inkubatieduur is weergegeven 
in de figuren 11, 12 en 13 . 
. In grondmonster nr. 3 (fig.ll) neemt de NH/-N aanvankelijk toe, 
maar verdwijnt later, gepaard gaande met een toename van de N03--N. De 
uiteindelijke hoeveelheid gevormde N03" -N is groter dan de hoeveelheid 
toegediende NH4+-N, hetgeen wijst op een mineralisatie van organische 
stikstof, gevolgd door nitrifikatie. Alleen tijdens de aktieve nitrifi-
katieperiode worden nitrieten vastgesteld; immers de oxydatie van Nh4+-N 
- - + 
naar N03 -N gaat over N02 -N. De snelle toename van de NH4 -N bij de 
aanvang van de inkubatie is te wijten aan het feit dat de mineralisatie-
snelheid in dit geval groter is dan de nitrifikatiesnelheid. Immers bij 
het terug op vochtgehalte brengen van de grondmonsters, ontstaat een 
sterke mikrobiële groei en een snel~afbraak van gemakkelijk oxydeerbaar 
organisch materiaal. 
Tabel"6 
Evolutie van de NH4 + -N, N02 --N en N03- -N in ftmktie van de 
inkubatieduur bij grondmonster nr 3 (mg N/100 g grond) 
Inkubatieduur Behandelingen 
( dagen ) Blanke +100 ppm N 
NH +_N 
4 NO--N 2 NO--N 3 
NH +_N 
4 NO--N 2 m --N 3 
0 0,47 0,01 1,20 10,47 0,01 1,20 
1 2,31 0,00 2,00 10,84 0,01 2,16 
4 3,33 0,00 1,62 12,13 0,00 1,68 
6 3,S7 0,00 1,S9 12,96 0,00 1,82 
8 3,19 0,01 1,9S 13,02 0,01 1,4S 
12 2,S2 0,00 2,0S 9,80 0,40 4,78 
13 2,24 0,00 2,03 7,93 0,02 6,88 
1S 1,60 0,00 2,38 5,23 0,00 9,78 
20 0,98 0,00 6,16 1,54 0,00 14,42 
22 0,44 o,oo 6,76 1,49 0,00 14,6S 
34 0,42 0,00 7,73 0,79 0,00 1S,82 
39 0,42 0,00 7,78 1,12 0,00 1S,68 
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Tabe~ . 7 
Evolutie van de NH4+-N, N02--N en N03--N in funktie van de 
inkubatieduur bij grondmonster nr 10 (mg N/lOOg grónd) 
Inkubatieduur Behandelingen 
( dagen ) Blanke + 100 ppm N 
NH +_N 
4 NO--N . 2 00 --N 3 
NH +_N 
4 NO--N 2 NO--N 3 
0 0,84 0,00 0, 79 10,84 0,00 0,79 
3 2,80 0,00 1,05 12,34 0,00 1,26 
5 3, 71 0,00 0,95 13,68 0,00 1,18 
7 -4,22 0,00 0,87 14,00 0,00 1,08 
10 4,78 0,00 0,84 14,70 0,00 0,88 
12 4,90 0,00 1,19 14,84 0,00 1,00 
14 5,18 0,00 0,89 14,91 0,00 0,91 
17 5,30 0,00 0,84 14,91 0,00 0,89 
19 5,53 0,00 0,84 15,60 0,00 0,86 
21 5,60 0,00 0,90 15,51 0,00 0,87 
26 5,83 0,00 o, 70 15,70 o,oo 
33 6,48 0,00 0,30 16,03 0,00 1,01 
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Evolutie van de NH4+-N, N02--N en N03--N in funktie van de 
inkubatieduur bij grondmonster nr 13 (mg N/lOOg grond) 
Behandelingen 
Inkubatieduur 
Blanke + 100 ppm N 
( dagen ) 
NH +_N 
4 M) --N 2 NO--N 3 
NH +_N 
4 NO--N 2 NO--N 3 
0 0,44 0,02 0,84 10,44' 0,02 0,84 
3 0,79 0,38 2,17 5, 77 2,16 3,04 
5 1,94 0,02 1,24 5,42 3,44 3,08 
7 0,14 0,01 3,93 6,38 0,01 3,98 
11 0,32 0,01 4,63 5,32 0,01 5,45 
12 0,43 0,01 4,96 5,26 0,01 5,59 
14 0,36 0,01 5,31 0,66 0,02 11,79 
17 0,32 0,01 5,32 0,36 0,01 12,17 
19 0,42 0,01 5,44 0,35 0,01 12,21 
21 0,20 o,oo 5,74 0,28 0,00 12,38 
26 0,31 0,01 5,78 0,38 0,01 13,29 
28 0,45 0,00 5,87 0,28 0,01 13,07 
31 0,35 0,00 6,37 0,31 0,00 12,95 
35 0,33 0,00 6,19 0,40 0,00 13,41 
38 0,42 0,01 6,60 0,28 0,00 13,49 
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De kurven die het verband weergeven tussen de inkubatieduur en de totale 
minerale stikstof (NH4+-N + N03--N + N02--N)wijzen op een stijging van 
deze laatste. Deze stijging is het sterkst in de beginperiode van de inku-
batie, gevolgd door een stilstand of vertraging (blanko} en eindigend met 
konstante maar geringe toename zowel voor de blanko als de bemeste behan-
deling. 
Grondmonster nr 13 (fig 13) vertoont eenzelfde mineralisatie-en nitri-
fikatiepatroon : de totale minerale stikstof stijgt en de ammoniakale stik-
stof daalt ten vooràele van de nitrische stikstof. Dit grondmonster is ech-
ter in staat airnnonium te fixeren, zodat de toegediende hoeveelheid NH4+-N 
niet volledig kan nitrificeren. Bij de aanvang van de inkubatie treedt in 
dit grondmonster een aanzienlijke akkumulatie van nitrieten op, die verder 
niet helemaal verdwijnen. De grotere stabiliteit van nitrieten in alkalisch 
milieu kan hiervan de oorzaak zijn. 
In grondmonster nr 10 (fig 12) beperkt de stikstoftransformatie zich 
tot de mineralisatie, met vorming van NH4+-N, terwijl het N03--N gehalte 
konstant blijft. Waarschijnlijk is de zure pH van dit grondmonster hiervan 
de oorzaak, immers de nitrifikatie is veel gevoeliger voor de zuurtegraad 
dan de mineralisatie. Dit verschil laat zich verklaren door het feit dat 
de anunonificerende mikroflora (mikroflora die organisd~stikstof omzet tot 
annnoniakale stikstof) samengesteld is uit mikro-organismen waarvan de eisen 
ten opzichte van de pH zeer breed zijn (pH 4 à 9), alhoewel de intensiteit 
van dit proces daardoor kan beïnvloed worden. De nitrificerende mikro-or-
ganismen zijn eerder neutrofiel of basofiel. Hun optimale aktiviteit situ-
eert zich rond pH 6,8 à 9,0. De oppergrens is echter meer kruciaal dan de 
beneden grens, zodat het neutrofiel karakter geen absolute eigenschap be-
tekent. Zo stelden LOSSAINT (1961) en LOSSAINT en ROUEERT (1964) een goede 
nitrifikatie vast in een bosgrond zelfs bij pH 4,9. Deze mogelijkheid tot 
nitrifikatie in zuur milieu kan zich volgens deze auteurs laten verklaren 
door : 
adaptatie aanhet zuur milieu van de mikro-organismen; 
- mikroplaatsen in de grond waar de pH hoger is dan de gemeten pH van het 
grondmonster. 
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VLASSAK (1970) ging de miner~lisatie na van 24 grondmonsters van uit-
eenlopende zuurtegraad en begroeid onder verscl1illende vegetatie. Hij stelde 
daarbij normale snelheden vast van ammonifikatie en nitrifikatie in bebouwde 
gronden zelfs bij pH 5,1. Enkele weidegronden vertonen een sterk gereduceer-
de nitrifikatie, ook bij pH 6,5. Verscheidene zure bosgronden (pH 4,0 à 5,4) 
vertonen helemaal geen nitrifikatie, maar een uitgesproken arnmonifikatie. 
MORRILLen DA1~0N (1962) schrijven dat de nitrifikatiesnelheid in nauw 
verband staat met de pH en dat de optimale zuurtegraad voor de meeste nitriet-
vormers ( oxydatie van arrnnonium ) boven neutraal is, en voor de nitraatvormers 
( oxydatie van nitriet ) dicht bij neutraal is. 
In tabel 9 wordt een overzicht gegeven van de minerale stikstoftoestand 
v66r en na de inkubatie voor zowel de blanko als de bemeste grondmonsters. 
Tabel 9 
Overzicht van de minerale stikstoftoestand (mg N/100 _g 
grond)v66r en na inkubatie. 
Behandelingen 
Grondmonster 
Blanko + 100 ppm N 
nr. 
totale min. totale min totale min. totale min 
N-aanvang N-e inde 1:!. N-aanvang N-e inde 
3 1,68 8,31 +6,63 11,68 17,38 
10 1,63 7,77 +6,14 11,63 17,08 





Bij de drie grondmonsters wordt vastgesteld dat na toediening van 
NH4+-N de uiteindelijke mineralisatie+ nitrifikatie kleiner is dan in de 
blanko behandeling. De invloed van toediening van anorganische stikstof op 
de mineralisatie of lirnnobilisatie van bodem-stikstof wordt steeds omstre-
den beantwoord ( DOMMERGDES en MANGENOT, 1970 ). Recente literatuurgegevens 
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wijzen eerder op een daling van llet mineraliserend vermogen na toediening 
van anorganische stikstof; immers in die omstandigheden krijgt de mikro-
biële populatie een supplementaire voedingsbron gevolgd door een sterke 
groeitoename en een grotere immobilisatie. Het knelpunt is de initiële 
voedingstoestand van de milcro-organismen;bij overmaat treedt vooral mine-
ralisatie op, bij gebrek immobilisatie. 
Schijnbaar vertoont grondmonster 13 een sterk verlaagde mineralisatiekapa-
citeit na toevoeging van NH4+-N. Door zijn grotere fixatiekapaciteit (klei-
grond) wordt echter onmiddellijk een belangrijk deel van de toegediende 
NH4+-N gefixeerd, en moet de toegediende hoeveelheid minerale stikstof bij 
het begin van de inkubatie verminderd worden met de gefixeerde stikstof. 
2.1.3. De invloed van de bewaringsomstandigheden op de stikstoftoestand. 
In de literatuur zijn verschillende methoden beschreven om grondmon-
sters te bewaren. Bij onderzoek van deze methoden bleek de luchtdroge be-
waring de voorkeur te krijgen op de andere werkwijzen, gezien de gemakke-
lijkheid van uitvoering en het feit dat dergelijke voorbehandeling zeker 
geen afwijkende wijzigingen in de stikstoftoestand meebrengt ten opzichte 
van de overige methoden. In deze paragraaf zal de invloed besproken worden 
van de luchtdroge bewaring van de grondmonsters op de gehalten aan stikstof-
species, mineraliserenden denitrificerend vermogen. 
De verschillen in bewaringsmetheden situeren zich vooral rond tempe-
ratuur en vochtgehalte. Zo varieert de bewaringstemperatuur van - 79°C tot 
90°C en de vochtigheidsgraad tussen het procent vochtgehalte bij veldkapa-
citeit en luchtdroog. 
ROSS (1964) heeft de invloed nagegaan van bewaring van boderrunonsters 
bij lage temperatuur (-20°C) gedurende meerdere weken op de zuurstofopname 
bepaald volgens de Warburgtechniek. Deze zuurstofopname van vier grondmon-
sters, bewaard tot 42 weken schommelt ten opzichte van .de zuurstofopname 
van analoge verse bodemmonsters vru1 89 tot 126 %, waaruit de auteur besluit 
dat het bevriezen van de grondmonsters geen belangrijke wijzigingen veroor-
zaakt in hun aktiviteit. De zuurstofopname wordt eveneens weinig beïnvloed 
door de duur van de bewaril1gsperiode. De verklaring voor de gelijkenis 
tussen de aktiviteit van bevroren en verse monsters ligt waarschijnlijk 
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in het feit dat door bevriezen het aantal aktieve mikro-organismen wel ge-
daald is, maar dat de overlevende mikro-organismen een grotere aktiviteit. 
bezitten ofwel meer organisch materiaal ter beschikking staat '(STEVENSON 
. 1956). 
HARDLIN en ROSS (1964) stellen een verhoogde mineralisatie vast na 
dooi van bevroren monsters. Volgens hun resultaten is het aantal nitrifi-
cerende ba.cteriën gedaald na 6 maanden bewaren. 
HARPSTBAD en BRAGE (1958) beschrijven de invloed van de luchtdroge 
bewaringsduur op de mineralisatie van organische stikstof in grondmonsters 
na herbevochtiging en inkubatie. Zij stellen vast dat de nitraatproduktie 
aanvankelijk daalt maar nadien terug stijgt met toenemende bewaringsdu.ur 
gaande tot 50 weken. Uit de talrijke onderzoekingen van BIR01 (1958, 1959, 
1960) uitgevoerd op tropische gronden besluit deze auteur dat er een signi-
fikante positieve lineaire correlatie bestaat tussen de gemineraliseerde 
NH4+-N + .No3--N na herbevochtiging en inkubatie en de logaritme van de pe7 
riode van luchtdroge bewaring tot 15 weken. GASSER (1966) daarentegen vindt 
dat de periode van luchtdroge bewaring in het algemeen weinig invloed heeft 
op de gehalten aan minerale stikstof, geproduceerd gedurende inkubatie na 
luchtdroge bewaring van 12 tot 16 weken. Na langere bewaringsperieden stijgt 
de minerale stikstofproduktie tijdens inkubatie; nadat de eerste snelle mi-
neralisatie beëindigd is, is de mineralisatiesnelheid in de luchtdroog be-
waarde gronden en verse gronden gelijk. Ook CORNFIELD (1964) en EAGLE (1961) 
sluiten zich bij deze resultaten aan. 
MUNRO en Mac KAY (1964) stellen vast dat de luchtdroge bewaring van 
een grond de nitraatproduktie verhoogt met 15 - 20 ppm N ten opzichte van 
de vochtige monsters. 
LIVENS (1963) besluit uit zijn experi~enten dat het drogen van loess 
leem grondmonsters weinig invloed heeft op hun mineraal stikstofgehalte; de 
mineraliseerbare stikstof is echter wel verhoogd. Wanneer grondmonsters be-
waard worden in gesloten containers verandert de mineraliseerbare stikstof 
weinig. 
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SINGH en KAi'ffiHIRO (1970) , die twee grondmonsters met sterk ui teenlo-
pend koolstofgehalte (14,6 % en 1,4 %) bewaarden bij 27°C en 90°C, besluiten 
dat bewaring bij 27°C geen wijziging in het Nri4+-N gehalte, maar wel een 
stijging van het N03- -N gehalte veroorzaakt. Anderzijds geeft de bewaring .bij 
90°C geen wijziging in het N03--N gehalte, maar een sterke stijging in het 
NH4+-N gehalte. De auteurs wijzen op het feit dat ammonificerende bacteriën 
en hun spm;en l00°C kunnen overleven, in tegenstelling met de dunwandige 
nitrificerende bacteriën. 
Volgens Mt GARITY (1962) wijkt de denitrifikatiekapaciteit, gemeten 
door totale gasproduktie van grondmonsters bewaard bij verschillende tempe-
raturen onder het vriespunt en luchtdroog bewaard af van de denitrifikatie-
kapaciteit van verse groncln:onsters. De auteur besluit echter dat de aktivi-
teit en het aantal denitrificerende mikro-organismen bij verschillende be-
handelingen, onderling weinig verschilt. 
Volgens ALEXANDER (1965) wordt geen nitraat gevonrrl in luchtdroge grond, 
zelfs niet bij laag vochtgehalte. 
FRAPS en STERGES (1932) hebben aangetoond dat bacteriën een zeer grote 
weerstand hebben tegen uitdrogen; enkele mikro-organismen bleven zelfs leef-
baar in de grond na 14 tot 18 jaar luchtdroge bewaring. In grondmonsters 
luchtdroog bewaard gedurende 75 jaar, en nadien in gunstiger voorwaarden ge-
bracht, kon BREMNER (1956) geen residuele aktiviteit vaststellen, behalve 
denitrifikatie-en mineralisatieaktiviteit. Volgens O'FLANAGAN en med.(l963) 
wordt de aërobe flora wel, maar de anaërobe flora niet beïnvloed door bewaring. 
Uit voorgaande bevindingen volgt dat luchtdroge bewaring, alhoewel niet 
onbeperkt, de mikrobiële flora in leven houdt; Vanzelfsprekend zal deze flora 
bij herbevochtiging zich moeten aanpassen aan de dan heersende omstandigheden. 
Dit gaat gepaard met een wijziging in de latente fase van de groeikurve van 
de mikro-organismen. Belangrijk is echter wel dat de faktoren die de lengte 
en de duur van de latente fase beïnvloeden, zonder invloed zijn op de rest 
van de groei, en er geen verband bestaat tussen de latente fase en de andere 
groeifasen (MONOD1 1958). 
Algemeen kan besloten worden dat na luchtdroge bewaring en herbevoch-
tiging de mineralisatie gestimuleerd wordt, wat ook de temperatuur en vochtig-
Unlv. Gent 
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heid weze. De voornaamste oorzaken hiervan zijn de fysische en chemische 
wijzigingen van het organisch materiaal, grotere beschikbaarheid van voe-
dingselementen en grotere aktiviteit van.de overlevende mikro-organismen. 
2.2. Aangewende methoden. 
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In deze paragraaf wordt een overzicht gegeven enerzijds van de gevolgde 
werkwijzen bij de analyse van de totale stikstof en de minerale stikstof-
species en anderzijds van de werkwijzen, gevolgd om het denitrifikatiepa-
troon op te stellen. 
In de gevallen waar de analysen uitgevoerd '~orden op vochtige grond-
monsters, worden vooraf de vochtgehalten bepaald bij 105°C. De resultaten 
zijn dan uitgedrukt op droge grond. Een bespreking van de rnassaspektrome-
trische analyse wordt eveneens gegeven. 
2.2.1. Analyse totale stikstof en minerale stikstofspecies. 
2.2.1.1. Totale stikstofbepaling. 
Teneinde de totale stikstof van de grondmonsters te bepalen, 
worden 2 g grond in kjeldahlkolven gebracht, en na toevoeging van 0,1 g 
Se mengsel, 1,5 g K2so4 en 10 m1 ti2so4; salicylzuur mengsel (50 g/1 H2so4) 
gedestrueerd. Het gedestrueerde grondmonster ·wordt met NaOH 40 % alkalisch 
gemaakt ten opzichte van fenolfthaleir1e en de NH4+ ervan overgedestilleerd, 
opgevangen in 2 % H3B03 en getitreerd met HCl 0,01 N. 
2.2.1.2. Minerale stikstofbepaling. 
De minerale stikstof wordt bepaald op extrakten van grondmonsters, 
bekomen door 20 g grond met 40 m1 KCl 1 N gedurende 1 uur te schudden en 
daarna te filtreren. Van het filtraat wordt, naargelang de verwachte hoeveel-
heid stikstof, 10 à 20 m1 gedestilleerd,eerst in aanwezigheid van MgO en ver-
volgens in aanwezigheid van MgO en Devardamengsel. Successief worden aldus 
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+ - - -de NH4 -N en de N03 -N + N02 -N b~paald. De N02 -N wordt ook afzonderlijk 
kolcrimetrisch bepaald volgens de gewijzigde Griess-llosway methode, be-
schreven door BREMNER (1965). Het N03--N gehalte wordt bekomen door verscl1il. 
2.2.2. Werkwijzen gevolgd voor het denitrifikatieonderzoek. 
De gebruikte opstelling,teneinde _het denitrifikatiepatroon van 
de drie grondmonsters na te gaan in verschillende omstandigheden,wordt af-
gebeeld in fig. 14 a. Van deze opstelling maken volgende komponenten deel 
uit : inkubatiegas, debietregelaar, inkubato~ met het grondmonster, gas-
chromatograaf-recorder en debietmeter. De algemene werkwijze is als volgt 
samen te vatten : het te onderzoeken grondmonster, in een daartoe geschikt 
vaatje (fig.l4 b) gebracht en geplaatst in de inkubator, woràt aan konsant 
debiet met het inkubatiegas doorstroomd. Dit gas voert de gass~n, ontwik-
keld in het grondmonster met zich mee en brengt ze naar de gaschromato-
graaf, de resultaten ervan worden op recorder vastgelegd. 
2.2.2.1. Het inkubatiegas. 
Naargelang de omstandigheden wordt het grondmonster door-
stroomd met hetzij Helium N 56 (02 gehalte < 0,5 vpm) hetzij met een pre-
cies mengsel Helium N 56- Zuurstof A 48 (N2 gehalte< 5 vpm), beide ge-
leverd door Air liquide-België. De mengverhoudingen zijn 79 % He N 56 -
21 % o2 A 48 en 99 % He N 56- 1 % 02 A 48. Voor het eerste mengsel bedraagt 
de maximale afwijking 0,15 ·% absoluut en voor het tweede mengsel ± 1 % op 
het gehalte van elke komponent (fabrikage gegevens). 
2.2.2.2. Debietregelaar en debietmeter. 
Teneinde eventuele debietwijzigingen van de gasstroom als ge-
volg van veranderingen in stapeling van het grondmonster op te vangen, 
wordt tussen het inkubatiegas en het grondmonster een debietregelaar " flow 
controller Brooks n° D.S. 8743 " ingeschakeld. De variatie op het debiet is 













Fig.14 a: ALGEMENE OPSTELLING VAN HET DENITRIFIKATIEONDERZOEK 
uitgang 
,---- ingang 
glassinter plaat G 3 1---1 1 cm 
Fig.14 b: VOORSTELLING VAN DE AANGEWENDE INKUBATIEVAATJES 
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druk van 3,5 kg/cm2 en een drukverval tussen 0 en 2,8 kg/cm2. De meting 
van dit debiet geschiedt aan de hand van een zeepvlies debietmeter op het 
einde van de gaslijn. 
2.2.2.3. De inkubatie. 
Het te onderzoeken grondmonster wordt in de inkubator geplaatst, 
die thermostatisch geregeld is op 30°C (± 0,5°C)en volledig afgeschermd van 
het licht. 
2.2.2.4. De gaschromatografische analyse. 
De gassen ontwikkeld in het grondmonster ,komen met de Helium-. 
gasstroom in de gaschromatograaf, waar met behulp van een gasmonsterintap-
kraan van 2 cc inhoud, op verschillende tijdstippen een gasmonster kan 
. 
geanalyseerd worden. De scheiding van de te onderzoeken gassen gebeurt op 
2 kolommen in serie geplaatst, zoals het schema in fig. 15 aantoont. De ko-










le kolom 18 ft x 3/16 in Q.D.stainless-steel gevuld met 80-100 
mesh Parapak Q (geaktiveerd bij 230°C gedurende 1 à 2 uren); 
ze kolom 3 ft x 1/4 in. O.D. stainless-steel gevuld met 0,2 - 0,5 mm 
molekulaire zeef 5 A (geaktiveerd bij 220°C gedurende · 
24 uren). 
De detektor is een Gow-Mac thermische geleidbaarheidscel(katharometer) ~t 
W 2 X filamenten en een brugstroom van 250 mA. Het princiep van de meting 
berust op de verandering van de warmtegeleidbaarheid van het dragergas heli-
urn. Het uitgangssignaal wordt overgebracht op een 1 mv recorder.Het debiet 
van het dragergas bedraagt 50 ml/min. 
De eerste kolom scheidt het gasmengsel in volgende komponenten : 
' ' ' 
o2 + N2, NO, N2o en co2. De tweede kolom scheidt o2 en N2.De retentietijden 
van N2o en co2 zijn aanzienlijk langer dan deze van o2 + N2 en NO, zodat 
02 en N2 gedetekteerd worden tussen NO en co2. Fig. 16 geeft een typisch 
beeld van een aldus bekomen chromatogram. 
Voor de kwantitatieve bepaling van de verschillende gasvormige'~erbin­
dingen, worden gekende hoeveelheden van de te onderzoeken gassen ing~spoten 
en de piekhoogten ervan vergeleken met die van de onbekende pieken. Voor de 
berekening van de totale hoeveelheid ontwikkeld gas wordt als volgt te werk 
gegaan. Op verschillende tijdstippen wordt de concentratie ( JJl gas/mlgas·) 
· ·van de te volgen gasverbinding bepaald en grafisch uitgezet naar de tijd. 
Het doorstroomde gasdebiet is konstant en gekend : 1 cc/40 sec of 90 cc/uur, 
zodat voor de duur van een proces het totaal heliurndebiet kan berekend wor-
den. Het oppervlak begrensd door ordinaat, absis en kurve komt overeen met 
de totale hoeveelheid ( JJ 1) van een bepaald gas. Deze oppervlakte wordt be-
paald door vergelijking van zijn gewicht ten opzichte van het gewicht van 
gekende oppervlakten. Het aldus bekomen aantal mikroliter wordt verder om-
gerekend tot mg N, rekening houdend met het molvolurne en temperatuur. 
In het geval de te onderzoeken grondmonsters niet doorstroomd worden 
met He, maar het vaatje, waarvan de atmosfeer vervangen wordt door He of 
een mengsel He ·- 02, gesloten blijft, wordt met een gasdichte spuit een ge-
kend volume gas naar de gaschromatograaf gebracht. Voor de berekening van de . 
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den concentratie aan gas vermenigvuldigd met de verhouding totaal gasvolume 
vaatje/ monster gasvolume. Het totaal gasvol~ van het vaatje wordt be-
paald doo~ verplaatsing van de aanwezige atmosfeer door water. 
2.2.2.5. Het grondmonster. 
2.2.2.5.1. Doorstroominkubatie. 
Nadat de grondmonsters in de speciaal daartoe vervaardigde 
vaatjes gebracht zijn, worden zij voorzien van de nodige additieven (zie 
proefopzet). Onderaan wordt het inkubatiegas (He of mengsel He- o2) toe-
gelaten; het doorstroomt een glassinterplaat en dan het grondmonster. Deze 
doorstroonnnethode biedt de 100gelijkheid om de natuurlijke atmosfeer (02 + 
.. N2) in korte tijd te vervangen door de gewenste atmosfeer en de ontwikkelde 
gassen met zich mee te voeren. Wat ook de intensiteit van de gasontwikkeling 
I • 
weze, nooit is er een grote overdruk in de vaatjes. 
2.2.2.5.2. Gesloten inkubatie. 
In enkele varianten van de proefopzet worden de vaatjes niet 
met He doorstroonrl. De aanvangs-luchtatmosfeer wordt vervangen door een an-
dere ga~samenstelling volgens de evakuatietechniek, beschreven door UMBREIT, 
BURRIS en STAUFFER (1959). 
2.2.3. Massaspektrometrische analyse. 
Teneinde een onderscheid te kunnen maken tussen de stikstof 
van de bodemreserve en de stikstof afkomstig van de toegediende stikstofver-
bindingen worden, zoals verder in de proefmethodiek beschreven, stikstofver-
bindingen gebruikt, aangerijkt met N15 • Aldus is het mogelijk, aan de hand 
van de NIS gehalten v66r en na een bepaalde proefneming,een balans op te ma-
ken van de toegediende stikstof. Daarvoor wordt het N1S gehalte bepaald in 
de totale stikstof en de minerale stikstoffrakties. Door massaspektrometri-
sche analyse van gasmonsters kan~ok een kwalitatief beeld bekomen worden 
van de aanwezige gasvormige verbindingen. 
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Voor de bepaling van het NlS gehalte ill een grondmonster wordt vol-
gende methodiek gevolgd. Na destruktie en destillatie is alle aanwezige 
stikstof onder annnonium vorm ( N14H4 + en N
1SH4 +}. Volgens de Rittenberg-
techniek, beschreven door BREMNER (196S) wordt het ammonium omgezet tot 
molekulaire stikstof, waarvan volgende ionen o.a. bekomen worden in het 
massaspektrum: (N14N14)+, (N14N1S)+ en (N1SNlS)~. Hun relatief aantal 
kan de ideale statistische waarde, gegeven door de termen van de vergelij-
king (a+ b ) 2 = a2 + 2 ab + b2, benaderen. In deze vergelijking stelt a 
de atoomfTaktËN14 en b de atoomfraktie NlS voor; a+ b = 1. 
De isotopische aanrijking in een stikstofmonster wordt gewoonlijk 
uitgedrukt in atoom-procent (At. %). Voor N1S wordt dit : 
% NIS 
aantal NIS atomen 
At. = 
aantai N14 lS 
xlOO 
atomen + aantal N atomen 
of At. % NIS = 
[Nl4NIS] + 2 [NlSNlS] xlOO ( 1 ) 
2 [Nl4Nl4] + 2 [Nl4Nl5] + 2 . [NlSNlS] 
Met deze vergelijking kan het atoo~procent NlS berekend worden, gebruik 
makenq van de ionenstromen of piekhoogten bij massa/lading = 28, 29 en 30. 
In de gevallen waar de intensiteit van de ionenstroom bij massa/lading = 
30 zeer klein is, kan een vereenvoudigde formule gebruikt worden, rekening 
houdend met de theoretische waarde van de evenwichtskonstante van volgende 
reaktie : 
met K = 4 
of = 4 ( 2 ) 
De verhouding tussen de ionenstro~en bij massa/lading = 28 en 29 wordt 
voorgesteld door R. 
De vereenvoudiging van vgl. (1) geschiedt als volgt : 
[ N14NlS]2 
Uit (2) volgt dat [ N1SNlS ] = 14 14 4[N N ] 
2R + 1 
At. % NIS = ZR l x 100 
2R + 2 +-2R 
2R + 1 
At. % NIS = --,.---2R;;",;.,__ _ 















At. % NlS 2R + 1 x 100 = 1 xlOO = 
1 )2 ( ZR + ZR + 1 
At. % NlS = 100 (4) 
ZR + 1 
Om de algemene vergelijking (1) te IDGgen vervangen door de vereenvoudig-
de vergelijking ( 4) is een " random " verdeling van de stikstofionen ve_reist. 
Experimenteel blijkt deze voorwaarde slechts op te gaan voor lage aanrijkingen 
( < S % N1S) . Voor hogere aanrijkingen is men aangewezen op de algemene verge-
lijking; immers dan wijkt de waarde van de evenwichtskonstante van de reaktie 
(2) verder en verder af van de theoretische waarde. Fig.l7 geeft een beeld van 
de afwijkingen tussen de NIS gehalten, berekend volgens de twee formulen voor 
monsters waarvan het N1S gehalte variëert van 4,60% NIS tot 96,19% N1s.Uit · 
deze figuur blijkt dat voor lage aanrijkingen de beide berekeningswijzen tot 
dezelfde resultaten leiden. Voor hogere aanrijkingen leidt het gebruik van de 
vereenvoudigde formule tot afwijkende waarden. Trouwens in tabel 10, waar de 
waarden van fig. 17 in opgenomen zijn, samen met de berekende evenwiéntskon-
stante van de reaktie (2) blijkt deze laatste aanzienlijk af te wijken van 
de theoretische waarde 4. 
Tabel 10 
Vergelijking van enkele NIS gehalten berekend volgens de 
algemene en vereenvoudigde formule. 
Massaspektrometr. gegevens At. % NlS At. % NIS Evenwichtskonst. 
(piekhoogte in mm.) Algem.vgl. Vereenv. vgl. (theor.waarde= ~ 
28 29 30 
843,0 81,3 2,0 4,60 4,60 3,96 
S.l46,S 814,0 33,1 7,34 7,33 3,89 
S02,9 431,3 118,6 31,7S 30,02 3,14 
250,5 525,9 429,0 57,40 51,21 2,57 
21,1 72,7 110,4 71,87 63,27 2,27 
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Hg.17:VERGEliJKING VAN ENKELE N15 GEHALTEN BEREKEND VOLGENS 
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Alle stikstofverbindingen alsook elementaire stikstof bevatten een 
klein gehalte aan N1S ( ± 0,36% ·),hetgeen men de natuurlijke aanrijking 
noemt. Teneinde de evolutie van de toegediende N1S te kwmen volgen, moet 
rekening gehouden worden met deze natuurlijke aanrijking. Daarom wordt de 
term 11 atoom % NlS excess " gebruikt. Deze tenn slaat op· het verschil tus-
sen het totaal atoom percent NlS en de natuurlijke aanrijking. 
Het gebruik van de aangerijkte verbindingen veronderstelt de aanvaar-
ding van de hypotl1ese dat N14 en NIS fysisch, ch~misch en biologisch ge-
lijkwaardig zijn. Enkele auteursOWELLMAN, COOK en KROUSE, 1968; DELWICllli en 
STEYN, 1970)wijzen echter op de voorkeur opname van N14 ten opzichte van 
N1S door mikro-organismen. Dit zou volgens hen trouwens de reden zijn voor 
de variaties in natuurlijke aanrijking. BREMNER (196Sb)schrijft daaromtrent 
het volgende :" The possibility that nitrogen isotope-fractionation may 
occur in soils through biologica! as well as physical or chemica! processes 
cannot be discounted, because the changes for enrichrnent of one isotape 
during the natural biologica! transformation of elernents such as nittögen 
and carbon are increased by the cyclic nature of the transformation 11 • 
Niettegenstaande de hoger vermelde hypothese aangevallen wordt, kan het 
voordeel van het gebruik van N1S-verbindingen niet ontkend worden; trou-
wens de eventuele anvijking tussen het gedrag van N14 en N1S zou zeer klein 
. ·en te verwaarlozen zijn t.o.v. experimentele fouten. 
Het gebruik van N1S-verbindingen gaat gepaard met speciale voorzor-
gen wa·t het gebruikte materiaal betreft. Irrrrners opeenvolgende destilla-
ties van monsters met hoog en laag N1S gehalte hebben een stijging van het 
lS N gehalte in deze laatste tot gevolg. Dit kontaminatieverschijnsel, ge-
kend onder de naam " memory effect 11 kan uitgeschakeld worden door twee op-
. eenvolgende NlS destillaties te scheiden door een blanke destillatie.· 
In tabel 11 zijn de resultaten opgenomen van de N1S bepaling in twee 
reeksen van vier monsters, afkomstig van vier opeenvolgende destillaties; 
de eerste destillatie betreft een aangerijkt stikstofmonster, terwijl de 





NlS aanrij kingen 
destillaties Reeks I Reeks II 
middelma.tige hoge 
aanrijking aanrijking 
1 31,105 97,923 
2 0,379 0,506 
3 0,361 0,398 
4 0,363 0,369 
Uit deze tabel blijkt dat, niettegenstaande de destillatieduur voor 
de N15-monsters vergroot wordt, een kleine hoeveelheid N15 van het eerste 
15 I 
monster in het tweede terecht komt. De N ·-gehalten in de derde en vierde 
destillatie benaderen de natuurlijke aanrijking. De resultaten van tabel 11 
laten toe te besluiten dat het 11 memory effect 11 slechts geldt voor een 
destillatie die onmiddellijk volgt op een destillatie van een N15-houdend · 
monster. Derhalve is men 
. . 15 aangewezen op een blanko destillatie na een 
N -houdende destillatie. 
2. 2.4. Reproduceerbaarheid en nauwkeurigheid van de aangewende methoden. 
2. 2.4.1. Stikstofbepalingen. 
In tabel 12 zijn 10 herhalingen weergegeven van een minerale 
stikstofbepaling van een stikstofhoudend monster: 
+ - -2,00 mg NH4 -, 2,00 mg N03 - en 2,00 JJg N02 -N. 
Een 10 x herhaalde totale stikstofbepaling van eenzelfde grondmonster 
heeft als gemiddelde : 123,07 mg N/100 g grond met s = 0,3343 en v = gem. gem. 
0,2716 % • 
Tabe1 ··12. 





mg NH4 -N mg N03--:-N J.lg N02--N 
1 1,99 2,02 1,97 
2 2,04 2,02 1,96 
3 2,02 2,00 1,97 
4 2,00 2,00 1,97 
5 2,04 2,00 1,98 
6 2,03 2,00 1,97 
7 2,00 2,01 1,98 
8 2,00 2,00 1,97 
9 2,00 2,01 1,96 
10 2,00 2,01 1,97 
Gemiddelde 2,012 2,007 1,970 
Reproduceerbaarh. 
s 0,0059 0,0026 0,0021 gem. 
V gem. % 0,2939 0,1292 0,1076 
Nauwkeurigheid 




2. 2. 4. 2. Denitrifikatieonderzoek;· 
2.2.4.2.1. Gaschromatografische analyse. 
In tabel 13 is de reproduceerbaarheid en de nauwkeurigheid 
weergegeven van 10 verschillende gas~en van eenzelfde hoeveelheid gas-
standaard. Benevens deze gegevens is ook de detektielimiet van de verschil-
lende gassen in deze tabel opgenomen. Onder detektielimiet wordt verstaan 
de hoeveelheid gas nodig om een piek te geven die dubbel zo hoog is als de 
ruispiek. 
2.2.4.2.2. Het denitrifikatiepatroon. 
Daar het met de aangewende proefopstelling voor de gasru1alyse 
onmogelijk is een gasbepaling in dubbel uit te voeren, worden de analysetijd-
stippen zo dicht mogelijk bij elkaar genomen, teneinde het ene cijfer het 
volgende.te laten bevestigen. Om een idee te bekomen van de reproduceerbaar-
heid van een denitrifikatiepatroon, wordt op volledig afzonderlijke tijd-
stippen de ganse evolutie van de gasfase in grondmonster nr 10 nagegaan. De 
beide evoluties, weergegeven in fig. 18 tonen duidelijk de reproduceerbaar-
heid van het proces aan . 
Voor de kwantitatieve bepaling van de totale hoeveeJheiist::ikstofgas,wordt 
het gewicht van het oppervlak onder de beschreven kurven vergeleken met het 
gewicht van gekende oppervlakten. Een 10 x herhaalde bepaling van het opper-
vlak door gewicht heeft als gemiddelde : 0,06966 g met s = 0,00023 g en gem. 
V = 0 3268 ~ gem. ' o • 
2.2.4.3. Massaspektrometrische analyse. 
Van een stikstofnonster met hoge en lage gekende aanrijking 
worden massaspektra genomen en de N15 aanrijkingen bepaald. Deze zijn opge-
nomen in tabel 14, waarin ook de reproduceerbaarheid en de nauwkeurigheid 
opgenomen zijn. 
Tabel 13 
Reproduceerbaarheid en nauwkeurigheid van de gaschromatogra-
fische analyse van de gasstandaarden : 
Herhalingen IJl 02 lll N2 IJl co2 IJl N20 . IJl NO 
1 3,03 2,40 2,95 9,56 9 '77 
2 2,97 2,33 2,94 9,64 10,28 
3 3,01 2,36 3,00 9,80 9,70 
4 3,05 2,44 2,99 9,76 9,90 
5 3,02 2,44 2,94 9,76 10,10 
6 3,01 2,39 3,02 10,00 9,97 
7 2,99 2,33 2,85 10,04 10,03 
8 . 3,07 2,43 2,99 9,80 9,87 
9 2,98 2,41 3,01 9,84 9,90 
10 2,99 2,41 2,98 9,76 9,93 
Gemiddelde 3,012 2,394 2,967 9,816 9,945 
Reproduceerbaarheid 
s 
monster 0,0316 0,0414 0,0499 0,1523 0,1649 
V monster 
!1: 0 1,0491 1, 7293 1,6818 1,5516 1,6581 
Nauwkeurigheid 
Afwijking t.o.v. de 0,40 0,25 1,10 0,16 0,45 
theor. hoev. (%) 
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Reproduceerbaarbeid en nauwkeurigheid van de atoomprocent N15 bepaling in een 10 mg N 
15 15 
monster met 6,5869 % N en 96,47 % N . 
6,5869 % N15 96,47 % N15 
Herhalingen 
le bepaling ze bepaling 3e bepaling le bepaling ze bepaling 
1 6,5937 6,589Z 6,6171 96,19 96,39 
Z- 6,5955 6,5991 6,5797 96,18 96,40 
3 6,5847 6,6113 6,5917 96,19 96,40 
4 6,5864 6,6Z35 6,574Z 96,19 96,4Z 
c: 6,5693 6,5864 6,5715 96,19 96,40 -.1 
6 6,5836 6,5599 6,5864 96,19 96,39 
7 96,19 96,40 
8 96,ZO 96,40 
9 96,Z2 96,42 
Gemiddelde 6,5855 6,5949 6,5868 96,19 96,40 
Reproduceerbaarbeid 
s 0,0123 0,009Z 0,0069 0,0039 0,0035 gem. 
V gem. 9.: 0 0,1868 0,1395 0,1048 0,0041 0,0036 
Nauwkeurigheid 
Afwijking t.o.v. de 0,0213 0,1213 0,0015 O,Z902 0,0726 
theoret. hoev. (%) 





Ook de .totale hoeveelheid stikstof (N14 + N15) in het te analyseren 
monster is belangrijk. In dit verband worden gekende N15 aanrijkingen 
(0,366 %; 1,59 %; 2,38 % en 4,34 % N15) gemeten in verschillende monsters 
met wisselende totale stikstof (5 mg; 1 mg; 0,5 mg; 0,25 mg; 0,10 mg en 
0,01 mg N ). In tabel 15 wordt een overzicht gegeven van de bekomen resul-
taten. De waarden tussen haakjès geven de procentuele afwijking ten op-
zichte van de theoretische hoeveelheid. 
Tabel 15 
Atoomprocenten N15 bepaald in monsters met verschillende 
totale stikstof en verschillende aanrijkingen. 
~ 0,366 1,59 2,38 4,34 e ) 
0,368 1,57 2,39 4,32 
5 (0,55 %) (1,26 %) (0,42 %) (0,46 %) 
0,359 1,56 2,32 4,22 
1 (1,91 %) (1,89 %) (2,52 %) (2,76 %) 
0,364 1,50 2,16 4,07 
0,5 (0,55 %) (6,00 %) (9 '24 %) (6,22 %) 
0,346 1,44 2,14 3,92 
0,25 (5 ,46 %) (9,43 %) (10,08 %) (9 ,68 %) 
niet 1,36 2,01 3,82 
0,10 
meetbaar (14,47 %) (15,55 %) (11,98 %) 
0,01 n. m. n. m. n.m. n. m. 
85. 
15 Gevolg gevend aan deze tabel, worden de N -houdende monsters zo veel 
mogelijk gekoncentreerd teneinde een zo hoog mogelijk totaal stikstofgehalte 
te bezitten. 
2.3. Proefopzet. 
Achtereenvolgens wordt de proefopzet besproken om het denitrifikatie-
patroon op te stellen in anaërobe, semi-aërobe en aërobe omstandigheden. 
2. 3 .1. Het denitrifikatiepatroon in anaërobe omstandigheden. 
2.3.1.1. Biologische denitrifikatie. 
150 g luchtdroge grond wordt in het vaatje gebracht, bevochtigd 
met gedestilleerd water tot veldkapaciteit en voorzien van 100 ppm N als 
KMJ3 of (NH4) 2so4 .Ten einde geen hinder te ondervinden bij het doorstromen 
met gas, worden de grondmonsters zeer los gestapeld. Hun schijnbare dicht-
heid bedraagt 0,90, 0,87 en 0,91 voor respektievelijk grondmonster nr 3, 10 
en 13. De stikstofverbindingen zijn aangerijkt met N15 aan 96,65 % en 
96,47 % respektievelijk.Naast deze behandelde grondmonsters worden ook blanke-
grondmonsters ingezet zonder stikstof toediening. Na aanvankelijk gedurende 
2 uren snel doorstroomd te worden met helium, wordt het gas-debiet terugge-
bracht op 90 cc/uur. Op verschillende tijdstippen wordt een gasmonster en 
een grondmonster geanalyseerd ten einde de evolutie van de stikstof-gasfase 
en minerale fase te volgen. Voor de evolutie van de minerale stikstof wordt 
een serie vaatjes ingezet waarvan de inkubatie na variërende tijden beëindigd 
wordt. Na afloop van het denitrifikatieproces worden de totale stikstof en 
het N15 gehalte bepaald. 
Naast de inkubatie, waarbij He door het grondmonster stroomt, wordt ook 
een inkubatie aangelegd waarbij het vaatje gesloten blijft, maar waarin de 




f1(, tud~tuw , 
86. 
2.3.1.2. Chemische denitrifikatie. 
Teneinde te trachten een onderscheid te rnaken tussen de evolutie 
van de minerale stikstof in biologische en in niet- biologische omstandighe~en, 
worden de grondmonsters, na voorzien te zijn van water, meststof en anaërobe 
60 
atmosfeer, bestraald door een gaJIDTlabron, Co , met een dosis van 2,5 megarad. 
De bestralingen nemen een tijd in beslag van 11,75 tot 12 uren. 
CAWSE (1969) schrijft dat een dosis van 2,5 Mrad zelden een onvoldoende 
sterelisatie geeft, alhoewel de effektiviteit van de sterelisatie in grote 
mate afhangt van de begin populatie aan mikro-organismen. Waar dosissen van 
1 à 2 Mrad praktisch alle bodemb atteriën doden, zijn de enz}men meer radiore-· 
sistent en kunnen gemakkelijk 5 Mrad verdragen. Volgens SKOV (1962) blijft 
een totaal steriele grond nog ademen, zelfs bij dosissen hoger dan 5 :tv:kad, 
hetgeen wijst op een resistentie van de respiratorische enzymen(PETERSON,l962). 
Uit talrijke publikaties(CAWSE, 1968; C~WSE en CORNFIELD; 1969; CAWSE 
en WHITE, 1969 a en b ; SINGI-l en KANEEIRO, 1970 b) blijkt dat de gehalten 
aan minerale stikstof gewijzigd worden na bestraling. De vTijstelling van 
NH4+ die"hierbij optreedt,wordt verklaard door lyse van gedode mikro-orga-
nismen. 
2.3.2.Het denitrifikatiepatroon in semi-aërobe omstandigheden. 
In deze paragraaf wordt de methodiek beschreven die. gevolgd wordt 
om het denitrifikatiepatroon vast te leggen in de grondmonsters onderworpen 
aan een inkubatie bij verlaagde zuurstofdruk • bij verhoogd vochtgehalte en 
in aërobe omstandigheden. 
2.3.2.1. Het denitrifi.l<atiepatroon bij verhoogd vochtgehalte. 
Teneinde een rulaëroob milieu te scheppen dat in natuurlijke om-
standigheden kan voorkomen worden de grondmonsters voorzien van hogere vocht-
gehal ten dan het vochtgehalte bij veldkapacitei t. Aldus wordt de hoeveelheid 
zuurstof in het monster verkleind. Een overzicht van de verschillende vocht-
gehalten per grondmonster wordt in tabel 16 gegeven. 
87. 
Tabel 16. 
Overzicht van de vochtgehalten (%) per grondmonster. 
Grondmonster Veld- Half- Verzadigd 
nr kapaciteit verzadigd 
3 20,20 35,00 50,0 
10 18,00 31,50 45 ,o 
13 24,50 47,25 70,0 
Enerzijds wordt elk grondm:mster geïnkubeerd bij volledige verzadiging 
(alle aanwezige lucht is vervangen door water) en anderzijds bij een vocht-
gehalte tussen dit bij veldkapaciteit en volledige verzadiging. Deze grond-
monsters ?lijven verder open aan de lucht staan. ·In deze proef worden alleen 
de mli1erale stikstoffrakties gevolgd, na bemesting met 100 ppm N03- -N. 
2.3.2.2. Het denitrifikatiepatroon onder verlaagde zuurstofdruk. 
Dezelfde techniek wordt aangewend als deze beschreven in para-
graaf 2.3.1.1., evenwel met wijziging van de heliurn atmosfeer door een meng-
sel 99 %He - 1 % o2. 
2.3.2.3. Het denitrifikatiepatroon in aërobe omstandigheden. 
De grondmonsters worden op dezelfde wijze behandeld als 1n para-
graaf 2.3.1.1. beschreven is. In plaats van te doorstromen met heliurn worden 
zij doorstroomd met een mengsel van 79 % He en 21 % o2, om een kontinue ver-
versing van zuurstof te bekomen. · 
Teneinde een idee te bekomen van het o2 verbruik en co2 produktie worden 
een tweede serie grondmonsters geïnkubeerd in gesloten omstandigheden onder 
luchtatrnosfeer. 
88. 
11.3. Resultaten en bespreking. 
3.1. Het denitrifikatiepatroon in anaërobe omstandigheden. 
3.1.1. Biologische denitrifikatie. 
3.1.1.1. Het denitrifikatiepatroon na toediening van N03--N. 
De evolutie van de minerale stikstof (N03--N, N02--N en 
NH4+-N), de stikstof-gasfase(NO, N20 en N2) en het co2 gehalte wordt res-
pektievelijk voor de grondmonsters nr 3, 10 en 13 gegeven in de tabelJen 
17, 18, 19 en de figuren 19, 20, 21. De resultaten van de minerale fase 
zijn uitgedrukt in mg N/100 g droge grond; deze van de gasfase in \11 gas-
verbinding /ml gasmonster . . 
Zoals blijkt uit deze tabellen en figuren neemt het N03--N gehalte 
vrij sne_l af, terwij 1 het NH4 + -N gehalte toeneemt. Het N02- -N gehalte 
stijgt, doorloopt een maximum en neemt terug af om volledig te verdwijnen. 
De samenstelling van de stikstof-gasfase verschilt naargelang het onder-
zochte grondn~nster. Zij bestaat voor grondmonster nr 3 uit NO, N20 en 
N2, voor grondmonster nr 10 uit NO en N20 en voor grondmonster nr 13 uit 
N2o en N2. De aanvang van de anaërobe inkubatie gaat gepaard met een snelle 
toename van de co2 produktie die vlug een maxinu..un bereikt. 
Voor grondmonster nr 3 situeert de grootste aktiviteit zich binnen de 
48 uren inkubatie. Gedurende deze periode doorlopen niet alleen de verschil-
lende stikstof-gasspecies en N02--N een maximum, maar is de co2 produktie 
en de nitraat afname eveneens maximaal. De grootste aktiviteit voor grond-
monster nr 10 situeert zich binnen de 200 uren i1lkubatie en voor grondmon-
ster nr 13 binnen de 72 uren. Kenmerkend is de overeenkomst tussen de ster-
ke co2 produktie en de snelle verdwijning van N03--N enerzijds (grondmon-
ster nr 3) en de geringe co2 produktie met de tragere N03--N afname ander-
zijds (grondmonster nr 13). 
Tabel 17 
Evolutie van de minerale stikstof, stikstof-gasfase en co2 in 
anaërobe omstandigheden in grondmonster nr 3 na toediening 
van 100 ppm N03- -No 
Minerale stikstof · Gasfase 
Inkubatieduur NO--N NO--N + Inkubatieduur N20 N2 3 2 NH4 -N NO 
(uren) rng N/100 g dr o grond (uren) l.ll gas/rnl gas 
3,75 11,10 0,47 1,20 1,25 - - -
7,00 10,44 0,63 1,44 4,00 0,02 0,11 -
8,00 9,73 0,86 1,44 6,50 0,02 1,21 -
11,25 8,69 0,36 1,58 8,50 0,02 2,66 0,22 
15,50 7,01 0,64 2,15 10,25 0,41 0,86 
17,00 6,20 1,83 2,05 12,25 0,03 3,35 0,86 
~9,25 5,50 0,80 . 2,20 14,25 0,02 6,00 0,41 
21,75 3,93 0,11 2,20 15,50 0,02 6,32 0,95 
24,25 3,64 0,37 2,75 17,25 0,02 7,30 0,10 
30,75 1,93 0,35 3,17 22,50 0,02 5,88 3,48 
42,75 0,68 0,09 3,08 25,50 0,01 5,22 
49,30 0,65 0,02 3,37 26,25 - 0,05 4,44 
75,00 0,26 0,01 4,31 28,25 - - 1,62 
41,25 - - -
48,00 - - -
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Evolutie van de minerale stikstof, stikstof-gasfase en co2 in 
anaërobe omstandigheden in grondmonster nr 10 na toediening 
van 100 ppm N03- -N 
Minerale stikstof I Gasfase 
Inl'Ubatieduur :NO - -N N02- -N J NH4 + -N lnl'Ubatieduur NO N20 Nz 3 
(uren) mg N/ 100 g dr. grond (uren) 'lll gas/m1 gas 
2,00 11,20 0,01 1,05 3,00 
- 0,05 -
4,00 11,37 0,01 1,02 4,25 0,11 0,06 -
6,00 11,23 0,01 1,01 7,75 0,11 0,09 -
14,50 10,87 0,01 1,17 20,75 0,14 0,10 -
16,00 10,55 0,01 1,00 25,50 0,25 0,27 -
18,00 10,49 0,01 1,03 29,50 0,24 0,68 -
20,00 9' 71 0,04 0,98 31,75 0,25 0,89 -
30,00 9,54 0,18 0,87 44,75 0,24 1,27 -
50,00 6,95 0,27 1,10 49,50 0,24 1,24 -
57,00 6,21 0,25 1,05 69,00 0,32 0,75 -
60,00 5,59 0,21 1,19 73,50 0,31 o, 71 -
69,00 5,39 0,29 1,13 92,75 0,35 1,03 -
89,00 3,22 0,48 1,31 98,50 0,43 1,23 -
98,50 2,39 0,68 1,48 103,50 0,47 1,36 -
112,00 1,41 0,52 1,64 116 '75 0,53 1,22 -
126,00 0,50 0,00 1,96 123,25 0,50 0,85 -
144,00 0,37 0,00 2,00 144,25 0,19 0,36 -
167,00 0,19 0,00 2,32 164,75 I o,o9 0,13 -
186,00 0,16 0,00 2,19 175,75 0,07 0,10 -
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Evolutie van de minerale stikstof, stikstof-gasfase en co2 in 
anaërobe omstandigheden in grondn~]lSter nr 13 na toediening 
van 100 ppm N03- -N. 
Minerale stikstof Gasfase 
Inkubatieduur NO ~-N 3 NO - -N 2 
NH +_N 
4 ~nkubatieduur NO N20 N 2 
(uren) mg N/100 g dr . grond (uren) l.l 1 gas/ml gas 




4,00 11,26 0,45 0,90 3,75 - 0,09 
-
6,00 11,25 0,20 0,87 5,00 -. '0,35 
-
8,00 10,90 0, 23 0,93 6,75 - 0,85 0,80 
10,00 10,52 0,48 0,91 10,75 - 1,50 1,20 
12,00 9,70 0, 70 1,02 12,00 - 1,38 0,50 
14,50 7,90 1,76 1,12 13,75 - 1,21 1,14 
16,00 7,20 • 2,67 1,10 15 '75 - 1,06 1,04 
18,00 6,31 2,16 0,97 18,25 - 0,80 0,94 
20,00 6,67 1,63 1,30 19,75 - 0,73 0,86 
25,00 4,94 2,12 1,10 21,50 - 0,58 0,86 
30,00 4,20 2,16 1,47 24,00 - 0,43 0,75 
35,00 3,30 1,98 1,63 26,25 - 0,39 0,13 
40,00 2,26 1,66 1,79 28,75 - 0,25 0,52 
45,00 1,30 1,92 1,79 45,25 - 0,13 0,90 
50,00 1,30 0,82 1,81 50,75 - 0,13 
54,00 1,75 0,35 2,11 52,75 - 0,13 1,26 
62,50 1,12 0,08 2,47 69,25 - - 0,95 
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FiHER en FRANK (1937) aanzien de biologische aktiviteit als 11 dessen 
biologische Fähigkeit, gewisse bioche~ische und biophysikalische Anderungen 
im allgemeinen biologischen Zustand durchzuführen, die mit entsprechenden 
Methoden quantitativ erfasst werden können. 11 • In deze optiek biedt de be.,.. 
paling van de evolutie van de co2 produktie een idee van de rnlkrobiële ak-
tiviteit. Immers de produktie van C02 als eindprodukt van de stofwisseling 
is een maat voor de omzetsnelheid van de stofwisselingsprodukten (KOEPF, 
1954; HIRTE, 1970). Ook volgens NAUMANN (1963) is de co2 produktie de ge-
wichtigste indikator voor de biologische aktiviteit in de bodem. Omtrent 
de betekenis van mikrobiële tellingen,schrijven CLARK en PAUL (1970) : 
11 The total microbial biomass in soil at any given time does not necessa-
rily reflect microbial activity 11 • Deze auteurs nemen in ovenveging dat 
aantal en aktiviteit van bodemmikro-organismen niet noodzakelijk moeten 
samengaan. In hun artikel gaan zij verder met : 11 Respiration is one of the 
earliest en still one of the most frequently used indices of microbial ac-
tivity in soil 11 • We zijn er echter wel van overtuigd dat de co2 bepaling 
alleen geen absolute maatstaf voor de biologische aktiviteit betekent en 
volgens VOETS en DF~EKEN (1966) en KUNZE (1970) aangevuld dient te worden 
met bepalingen van mikrobiële funktionele groepen, enzymatische aktivitei-
ten, biochemische testen en fysische karakterisaties. 
Uit de evoluties van de verschillende N-species samen met de evolutie 
van het co2 menen we volgende sekwentie in aktiviteit te mogen voorsteller1 
grondmonster nr 3 > grondmonster nr 13 > grondmonster nr 10. 
In grondmonster nr 3 treedt van bij de aanvang van de anaërobe inku-
batie een sterke N02--N produktie op; enkele uren later verschijnt NzD in 
het milieu, op zijn beurt gevolgd door N2. Waar de maximale N20 produktie 
overeenkomt met de grootste N02--N gehalten, is de maximale N2 produktie 
gedefaseerd ten opzichte van de maximale N2o produktie. In dit grondmon-
ster worden alleen sporen NO vastgesteld. 
In grondmonster nr 10 neemt zowel de N02--N, N2o als NO produktie 
(in geringe koncentratie) een aanvang van bij het begin van de inkubatie. 
N20 en ~D houden gedurende de ganse inkubatie aan, tenvijl de N02 -N na 
126 uren verdwenen is. Hier wordt geen N2 gedetekteerd. De kurve 
96. 
die de N2o gehalten weergeeft toont dezelfde vonn als de kurve die de co2 
produktie aantoont. 
In grondmonster nr 13 is de aktiviteit in de aanvangsperiade zeer 
groot, en vermindert slechts in geringe mate gedurende de inkubatie; trou-
wens de verschillende processen houden ook aan gedurende die periode. Ge-
lijklopend met de sterke N03--N daling,grijpt een sterke stijging van N02--N 
plaats, waarvan het maximaal gehalte aanzienlijk hoger is dan voor de andere 
grondmonsters. Na het waarnemen van N02--N, volgt de produktie van N20, ge-
volgd door N2. De produktie van N20 beràk:t vlug een maxinrum om daarna lang-
zaam af te nemen. De N2 produktie houdt aanzienlijk langer aan. In dit grond-
monster wordt geen NO gedetekteerd. 
De maximale N02--N gehalten in elk grondmonster zijn aanzienlijk lage r 
dan de N03--N afname op dat tijdstip. 
Dit wijst erop dat : 
- ofwel de reduktie van Ï\1()3- -+ N02- gelijktijdig plaats grijpt met de re-
duktie van N02- naar een vluchtig stikstofoxyde; en de reduktiesnelheid 
N02 -+ N-oxyde trager is dan de reduktiesnelheid N03--+ N02-; 
- ofwel de reduktie niet voor 100 % via N03- -+ N02 gaat maar voor een 
deel rechtstreeks naar een vluchtig stikstofoxyde. 
Geen enkele rlikrobiologische of biocherlische studie heeft tot hiertoe een 
mikro-organisme geciteerd dat ~D3- rechtstreeks omzet naar een reduktietrap 
lager dan N02-, zodat de t\-.reede hypothese een zeer geringe kans maakt. 
Dat de N02--N zicl1 niet onbeperkt ophoopt kan eveneens een toxicolo-
gische oorzaak hebben. 
Gezien de verschillende tussenkomende enzymen een adaptief karakter 
bezitten is het echter wel mogelijk dat vb. de reduktiesnelheid van N03-
t.o.v. de reduktiesnelheid van N02 in de loop van de inkubatie andere pro-
porties aarllleemt. 
In grondmonster nr 10komen N20 en NO steeds gelijktijdig voor. In 
een reduktief milieu (anaërobe inkubatie) mag aangenomen worden dat, zo 
NO en N20 in hetzelfde proces betrokken zijn, de reduktie van NO naar N2ü 
verloopt en niet omgekeerd. De omzetsnelheid verandert hierbij zeer wemlg 
gedurende de inkubatie. Dat geen N2 gedetekteerd wordt kan als volgt ver-
klaard worden : 
97. 
ofwel wordt de reduktie naar N2 geïnhibeerd; 
- ofwel grijpt de reduktie zeer traag plaats. 
Er moet immers rekening gehouden worden met het feit dat de bodematmosfeer 
voortdurend verniemvd wordt, en dat een vlchtige stikstofverb~ding het 
medium kan verlaten vooraleer gereduceerd te worden. 
Duidelijk is de steile toename van N2 gekoppeld aan de snelle daling 
van N20 in grondmonster nr 3 en het feit dat in grondmonster nr 13 de N2 
produktie veel langer aruill1oudt dan de N2o produktie. Dit leidt ertoe aan 
te nemen dat : 
1) N20 kan beschouwd worden als voorloper van N2 in het denitrifikatie-
proces; 
2) de reduktie van N20 sneller verloopt dan de vernieuwing vru1 de atmos-
feer in het gron~onster. 
Het maximaal N02- -N gehalte in grondmonster nr 10 is kleiner dan in 
grondmonster nr 3 en op zijn beurt ook kleiner dan in grondmonster nr 13. 
Ofwel zijn de biologische reduktiesnelheden van N03- -+ 1\T02 en van N02--+ 
N-OÀ')'de .in de grondmonsters onderling verschillend, ofwel is de stabiliteit 
van N02 in grondmonster nr 13 groter dan in grondmonster nr 3 en groter 
dan in grondmonster nr 10. Enkele experimenten uitgevoerd met steriele grond-
monsters (REUSS en SMI'IH, 1965; BREMNERen NELSON, 1968; NELSON en BREMNER, 
1969; WULLSTEIN, 1969; JONES en HEDLIN, 1970) tonen aan dat N02 in alka-
lisch milieu stabieler is dan in zuur milieu. Ook in onze grondmonsters 
worden meer nitrieten aangetroffen naargelang de zuurtegraad stijgt. Een 
proefneming met verschillende N02 koncentraties in gebufferd milieu bij 
verschillende pH' s toont aan dat de stabiliteit daalt met stijgende zuurte-
graad. De N02-- afname is ook afhankelijk van de beginkoncentratie (fig. 22). 
Het NH4+-N gehalte in de drie grondmonsters stijgt kontinu . Het aan-
wenden van aangerijkte nitraatverbindingen leert dat de toename van NH4+ 
niet (of althans in zeer geringe mate) te wijten is aan de reduktie van 
N03- naar NH4+. De stijging van NH4+-N is dan uiteraard te wijten aan de 
ontbinding Vrui het organisch materiaal. De geringe N15 koncentratie in de 
NH4+-N fraktie draagt een assimilatorisch karakter, in tegenstelling met 
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99. 
NH4+-N in de grond gedurende de denitrifikatie wordt reeds vastgesteld 
door BROADBENT en STOJANOVIC (19S2), NOMMIK (19S6), WOLDENDORP (196S b), 
:MJRAGHAN en AYOTADE (1968}. In Warburg-experimenten met graszoden en mi-
krobiële kulturen stelt WOLDENDORP (196S b) vast dat minder dan 1 % van het 
toegediend nitraat in de ammoniumfraktie belandt. 
De NlS balans van de toegediende N1So3- -N in de onderscheiden grond-
monsters geeft volgende resultaten : 
grondmonster nr 3 : 98,S3 % NIS verlies op basis van totale N bepaling 
l,S2 % NIS in de NH4 + -N fraktie 
0,33 % NlS in de organische N fraktie 
grondmonster nr 10: 90,SO % NlS verlies op basis van totale N bepalL11g 
3,65 % NlS in de NH4+-N fraktie 
7,73% N15 in de organischeN fraktie 
grondmonster nr 13: 98,17 % N15 verlies op basis van totale N bepaling 
1,76 % N15 in de M14+-N fraktie 
1,40 % NIS in de organische N fraktie. 
3.1.1.2. Het denitrifikatiepatroon in blanko-grondmonsters _en na toediening 
+ 
van NH4 - N 
De resultaten van de blanke-proefnemingen zijn opgenomen in 
de tabellen 20, 21, 22 en de figuren 23, 24 en 25. 
In het denitrifikatiepatroon van deze grondmonsters verlopen de 
kurven die de co2 produktie weergeven ongeveer gelijklopend met deze van de 
N03-- behandelde gronden. Zowel in gronrunonster nr 3 als in nr 13 is de C02 
produktie echter lager dan in de overeenkomstige behandelde gronden, het -
geen wijst op ee~ positieve invloed vm1 de bemesting op de aktiviteit en 
de omzettingskapaciteit van de aanwezige mikro-organismen. In grondmonster 
nr 10 bereikt de co2 produktie ongeveer hetzelfde maximum als in de behan-
delde gronden. 
De NH4+-N produktie is kleiner in de blanko- dan in de bemeste behan-
deling. Immers door toedienen van N03- stijgt de aktiviteit en de daarmee 
gekoppelde dekompositie van het organisch materiaal, waardoor het Mi4+-N 
Tabel 20 
Evolutie van de minerale stikstof, stikstof-gasfase en co2 in anaërobe 
omstandigheden in grondmonster nr 3 zonder N03- -N toediening ( blanko) 
Minerale stikstof _Gas fase 
Inkubatieduur NO--N 3 NO --N 2 Nil -N 4 lnk'Ubatieduur NO N20 N2 co2 
(uren) mg N/100 g dr.grond (uren) lJ 1 gas/ml gas 
1,30 2,16 0,03 1,12 2,25 - - - 1,35 
3,00 1,81 0,29 1,21 3,25 - 0,06 - 1,75 
5,00 0,92 0,90 1,40 4,50 - 0,20 - 3,22 
-I 
6,75 0,64 0,67 1,31 5,25 - 0,28 - 4,15 
8,00 0,27 0,20 1,49 7,00 - 1,58 - "7' 25 
14,00 0,27 0,01 2,00 8,25 - 2,63 0,41 9,04 
15,30 0,32 0,00 2,15 10,00 - 2,95 1,05 9,65 
20,00 0,32 0,00 2,28 11,50 - 0,12 1,45 8,35 
38,00 0,28 0,00 2,80 12,50 - - 0,55 8,08 
13,75 -
' 
- - 7,43 
16,00 - - - 5,43 
21,50 - - - 3,60 
38,00 - - - 2,22 
100. 
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Evolutie van de minerale stikstof, stikstcf-gasfase en co2 in anaërobe 
omstandigheden in grondmonster nr 10 zonder N03--N toediening (blanko) 
Minerale stikstof G;'l.sfase 
Inkubatieduur N03--N NO --N 2 
NH +_N 
4 Inkubatieduur .NO N20 N2 co2 
(uren) mg N/100 g_ dr. _g_roll_c iurenj_ JJ 1 __ gas_Lml _gas 
2,00 1,28 0,01 1,05 3,00 p,o2 0,04 - 0,44 
4,00 1,42 0,01 1,02 5,25 0,04 0,06 - 0,79 
6,00 1,53 0,01 1,33 16,75 0,04 0,11 - 0,88 
14,50 1,09 0,01 1,05 18,75 0,05 0,11 - 0,94 
16,00 0,89 0,01 1,08 23,25 0,17 0,25 - 1~58 
18,00 1,00 0,01 1,00 27,00 0,08 0,68 - ~,58 
20,00 0,69 0,05 0,88 43,00 - - - 2,99 
25,00 0,60 0,05 1,05 44,50 - - - 2,99 
30,00 0,48 0,00 1,26 51,00 - - - 3,25 
45,QO 0,37 0,00 1,19 66,25 - - - 2,7 8 
50,00 0,38 0,00 1,30 90,00 - - - 2,28 
54,00 0,37 0,00 1,20 
62,50 0,17 0,00 1,22 
66,00 0,28 0,00 1,40 
69,00 0,27 0,00 1,32 
72,00 0,25 0,00 1,40 
87,50 0,30 0,00 1,52 
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Evolutie van de minerale stikstof, stikstof-gasfase en co2 in anaërobe 
omstandigheden in grondmonster nr 13 zonder N03--N toediening (blanko) 
Minerale stikstof Gasfase 
Inkubatieduur NO--N 3 NO--N 2 NI-t-N 4 I11.kuba tieduur NO NO 2 N2 co2 
(uren) mg N/100 g dr.grond (uren) ).11 gas1 rnl gas 
2,00 1,21 0,15 0,94 3,00 - - - 0,39 
4,00 1,37 0,54 1,00 4,50 - - - o, 96 
6,00 1,29 0,30 1,00 5,30 - 0,21 - 1,42 
8,00 1,16 0,30 1,05 10,15 - - 0,12 1,98 
10,00 0,99 0,16 1,01 12,00 - - 0,25 2,10 
12,00 0,86 0,05 1,03 13,50 - - 0,58 2,40 
14,50 0,62 0,01 1,12 15,50 - - 0,57 2,50 
16,00 0,73 0,02 1,18 16,50 - - 0,50 2,82 
' 18,00 0,59 0,02 1,20 19,25 - - 0,10 2,70 
20,00 0,73 0,01 1,25 20,50 - - 3,00 
25,00 0,60 0,01 1,30 23,50 - - 0,10 3,13 
30,00 0,69 0,01 1,36 26,25 - - 0,04 3,19 
. 35,00 0,64 0,01 1,35 29,50 - - - 3,10 
40,00 0,69 0,01 1,58 44,75 - - - 3,25 
45,00 0,55 0,01 1,60 50,25 - - - 3,47 
50,00 0,55 0,01 1,85 53,50 - - - 3,55 
54,00 0,55 0,01 1,65 68,50 - - - 3,49 
62,50 0,69 0,01 2,10 78,50 - - - 3,55 
' • 
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gehalte stijgt. Voor grondmonster nr 10 blijft dit evenals de aktiviteit 
ongeveer gelijk. 
Ook in de blanka-behandelingen worden dezelfde denitrifikatiespecies 
teruggevonden : in grondmonster nr 3 : N02-, N20 en N2; in grondmonster 
nr 10: N02-, NO en N20 en in grondmonster nr 13: N02-, N20 en N2 . Deze 
denitrifikatiespecies zijn afkomstig van de oorspronkelijk aanwezige ni-
traten. 
Het toedienen van :NH4+- N geeft voor wat de denitrifikatieprodukten 
betreft ongeveer hetzelfde beeld als de blanko~behandeling. (tabellen 23, 
24, 25 en figuren 26, 27,28 ). 
In de overzichtstabellen 26,27 en 28 zijn de gehalten en balans van 
de onderscheiden stikstoffrakties vóór en na de inkubatie weergegeven voor 
de blanko,NH4+ en N03- behandeling. Daaruit blijkt dat zowel de toegedien-
de als de oorspronkelijke N03--N nagenoeg volledig verdwijnt. De som van 
de ontwikkelde vluchtige stikstofgassen komt ongeveer overeen met zmvel de 
• I • 
vermindering in totale stikstof als de vermindering in nitraat-stikstof. 
3.1.1.3. Het denitrifikatiepatroon in gesloten omstandigheden. 
Teneinde een beter inzicht te bekomen omtrent de mogelijke 
opeenvolging van denitrifikatieprodukten, wordt de gasfase gevolgd in 
geslqten omstandigheden na N03--N toediening. De resultaten zijn opgeno-
men in de tabellen 29, 30, 31 en de figuren 29, 30 en 31. Het totaal gas-
volume der met grond gevulde vaatjes bedraagt respektievelijk 261,97 ml, 
296,28 ml en 239,41 nu voor grondmonster nr 3, nr 10 en nr 13. 
Uit de vorm van enerzijds de kurven die de N20 gehalten aangeven, 
en anderzijds de snelheid waarmee co2 zich ophoopt in het milieu, kan te-
rug dezelfde sekwentie in denitrifikatiesnelheid aangenomen worden : 
grondmans ter nr 3 > nr 13 > nr 10. 
Bij de inkubatie in gesloten omstandigheden moet evenwel rekening 
gehouden worden met de absorptie van de verschillende gassen in .de bodem-
oplossing. In tabel 32 zijn de Bunsen absorptiecoëfficiënten a van de 
verschillende gassen bij 30°C geciteerd. Onder absorptiecoëfficiënt ( a) 
Tabel 23 
Evolutie van de minerale stikstof, stikstof-gasfase en co2 in anaërobe 
omstandigheden in grondmonster nr 3 na toediening van 100 ppm NH4 + :_~· 
Minerale stikstof Gasfase 
-
Inkubatieduur NO--N NO--N 3 2 NI-t -N 4 Inkubatieduur NO N20 N2 co2 
--(uren) mg N/100 g dr .2"rond (uren) lll gas ml gas 
2,00 1,34 0,06 10,15 2,00 - - - 0,23 
4,00 0, 77 0,21 10,32 4,25 - 0,13 2,08 
6,00 0,66 0,48 10,22 5,50 - 0,54 0,61 4,37 
8,00 0,34 0,57 10,45 8,75 - o,os 1,87 . 8;89 
10,25 0,30 0,01 10,43 10,75 - - 1,20 ~,32 
12,00 0,30 0,00 10,85 11,75 - - 0,15 7,90 
14,50 0,28 0,00 10,68 19,75 - - - 6,10 
24,00 0,27 0,00 11,43 23,25 - - - 5,65 
30,.00 0,18 0,00 11,48 26,00 - - - 5,30 
40,00 0,23 0,00 11,41 29,25 - - - 4,89 
44,50 0,30 0,00 11,72 68,75 - - - 3,35 
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Evolutie van de minerale stikstof, stikstof-gasfase en co2 in anaërobe 
omstandigheden in grondmonster nr 10 na toediening van 100 ppm NH4+- N. 
Minerale stikstof I Gasfase 
Inkubatieduur NO--N 3 NO--N 2 NH+-N 4 Inkubatieduur NO N20 N2 co2 
(uren) mg N/100 g dr. grond (uren) \.11 gas/ml gas 
2,00 0,90 0,01 10,52 2,00 0,05 - - 0,26 
4,00 0,90 0,01 10,42 5,25 0,09 0,06 - 0,80 
6,00 0,97 0,01 10,45 11,50 0,09 0,07 - 0,92 
14,50 0,88 0,01 10,36 14,45 0,10 0,09 - 0,99 
18,00 0,86 0,01 10,56 19,00 0,11 0,10 - 0,88 
22,00 0,79 0,01 10,62 23,00 0,20 0,16 - 1,40 
24,00 0,56 0,07 10,64 28,25 0,09 0,26 - 1,89 
28,00 0,48 0,07 10,52 32,00 - 0,09 - 2,34 
31,00 0,33 0,04 10,41 46,00 - - - 3,30 
47,00 0,28 0,00 10,66 50,75 - - - 3,15 
72,00 0,31 0,00 10,90 54,50 - - - 3,17 
94,00 0,21 0,00 11,00 69,75 - - - 2,54 
120,00 0,30 0,00 11,20 77,25 - - - 2,19 
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Evolutie van de minerale stikstof, stikstof-gasfase en co2 in anaërobe 
omstandigheden in grondmonster nr 13 na toediening van 100 ppm NH4 +- N . . 
Minerale stikstof 
Inkubatieduur NO--N 3 N02--N NH+-N 4 Inkuba tiedtrur 
" (uren) mg N/100 g dr. grond (uren) 
2,00 1,13 0,06 8,30 2,50 
4,00 1,04 0,13 8,25 2,75 
6,00 0,75 0,68 8,37 5,25 
8,00 0,45 0,01 "8,23 9, 75 
10,25 0,44 0,01 8,32 14,50 
12,00 0,27 0,01 8,43 18,50 
14,50 0,19 0,01 8,43 20,75 
19,00 0,29 0,01 8,47 26,25 
46,00 0,25 0,01 8,65 "29,50 
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Overzicht van de evolutie van de totale stikstof, minerale stikstof en stikstof-gasfase tijdens de 
anaërobe inkubatie van grondmonster nr 3(mg N/lOOg) 
Behandelingen 
Blanke + + 100 ppm NH4 -N + 100 ppm N03--N 
Begin Einde Verschil Begin Einde Verschil Begin Einde Verschil 
tinkubatie inkubatie inkubatie inkubatie inlcubatie inkubatie 
Totale 1'- 116,38 115,08 -1,30 126,37 125,07 -1,30 126,37 115,08 -11,29 
NH +_N 
4 0,47 2,80 +2,33 10,47 12,37 +1,90 0,47 3,94 + 3,46 
l\1() - -N 3 1,20 0,28 -0,92 1,20 0,23 -0,97 11,19 0,26 -10,93 
NO--N 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
NO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
NzD 0,00 0,87 +0,87 0,00 . 0,17 +0,17 0,00 5,89 + 5,89 









Overzicht van de evolutie van de totale stikstof, minerale stikstof en stikstof-gasfasa tijdens de 
anaërobe inkubatie van grondmonster nr lO(mg N/lOOg) 
Behandelingen 






Begin Einde Verschil Begin Einde Verschil Begin Einde Verschil I 
inkubatie inkubatie inkubatie inkubatie inkubatie inkubatie I 
Totale N 123,23 122,50 - 0,73 133,22 132,77 -0,45 133,22 123,48 - 9,74 
NH +_N 
4 0,84 1,48 + 0,64 10,84 11,02 +0,18 0,84 2,19 + 1,35 
NO--N 3 0,79 0,29 - 0,50 o, 79 0,42 -0,37 . 10,78 0,33 -10,45 
NO--N 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
NO 0,00 0,09 + 0,09 0,00 0,11 +0,11 0,00 1,63 + 1,63 
N20 0,00 0, 72 + 0,72 0,00 0,27 +0,27 0,00 8,22 + 8,22 







Overzicht van de evolutie van de totale stikstof, minerale stikstof en stikstof-gasfase tijdens de 
anaërobe inkubatie van grondmonster nr 13(Eg N/lOOg) 
Behandelingen 
Blanko + + 100 ppm NH4 -N + 100 ppm N03--N 
Begin Einde Verschil Begin Einde Verschil Begin Einde Verschil 
inkubat:le inkubatie inkubatie inkubatie inkubatie inkubatie 
Totale ~ 195,94 194,76 -1,18 205,92 204,23 -1,70 205,93 196,02 - 9,91 
+ NH4 -N 0,44 2,47 +2,03 10,44 10,35 -0,08 0,44 3,78 + 3,44 
NO--N 3 0,84 0,20 -0,64 0,84 0,42 -0,42 10,83 0,41 -10,42 
NO--N 2 0,01 0,00 -0,01 0,01 0,00 -0,01 0,01 0,00 - 0,01 
}.,I() 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
NO 2 0,00 0,04 +0,04 0,00 ,0,05 +0,05 0,00 1,67 + 1,67 










Evolutie van de stikstof-gasfase en co2 tijdens de anaërobe gesloten 
inkubatie in grondmonsters nr 3 na toediening van 100 ppm N03--N 
(ml gas/vaatje) 
Inkubatieduur m N20 N2 co2 
(uren) 
3,00 - 0,01 - o, 78 
6,75 - 0,57 0,05 3,14 
12,25 - 4,14 0,13 9,85 
16,25 - 7,70 0,20 13,73 
20,25 - 9,75 0,25 15,93 
24,25 - 11,30 0,65 18,18 
29,50 
- 9,64 2,90 20,54 
33,25 - 6,41 6,09 22,42 
47,25 - - 10,87 26,03 
52,00 - - 11,12 26,93 
55,75 - - 11,78 27,40 
71,00 - - 10,41 
78,50 - - 10,36 
102,25 
- - 10,15 31,44 
125,50 - - 10,34 34,68 
149,25 - - 10,28 35,63 
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Evolutie van de stikstof-gasfase en co2 tijdens de anaërobe gesloten 
inkubatie in grondmonster nr 10 na toediening van 100 pprn N03--N 
( rnl gas/vaatje ) 
Inkubatieduur 
(uren) ID N20 N2 co2 
3,25 0,01 0,02 0,11 0,37 
7,00 0,09 0, 73 
12,75 0,12 0,18 0,16 1,16 
16,50 0,13 0,20 0,11 1,33 
20,50 0,14 0,20 0,14 1,55 
24,75 0,15 0,21 0,23 1,71 
29,50 0,20 0,24 0,20 2,01 
33,75 0,30 0,38 0,31 2,43 
47·, 75 0,47 1,30 0,50 5,83 
. 53,75 0,47 1,62 0,66 5,96 
57,25 0,49 1,90 6,55 
71,50 0,57 2,61 o, 73 9,24 
79,00 0,59 2,61 0,81 10,39 
102,75 0,57 4,05 0,90 14,04 
126,50 0,17 7,17 1,05 20,09 
150,00 - 8,06 1,92 25,46 
168,50 
-
4,15 3,74 27,14 
192,00 - 2,70 7,16 29,87 
219,50 
-
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Evolutie van de stikstof-gasfase en co2 tijdens de anaërobe gesloten 
inkubatie in grondmonster nr 13 na toediening van 100 ppm N03--N 
( ml gas/vaatje ) 
Inkubatieduur NO N20 N2 co2 
(uren) 
3,75 - 0,11 - 1,06 
7,50 - 0,88 0,30 2,87 





20,75 - 6,80 1,22 7,47 
25,00 - 7,47 1,55 8,11 
29,75 - 7,28 2,58 8,52 
34,00 - 7,37 3,40 9,58 
48,00 
- 2,38 8,92 12,45 




71,75 - - 10,30 19,63 
79,25 - - 10,28 22,43 
103 ,00 - - 9,94 
126,75 - - 9,69 36,39 
150,25 - - 9,57 40,73 
168,75 - - 9,55 44,29 
191,25 - - 8,77 44,29 
120. 
I 
12+ . GRONDMONSTER NR 13 
_r48 
• 




~ a+ I / 1-32 
" z .1 I \I / t w ;::? • • N20 24 ' cc 
N2 ~ 
o I I 1\ / co2 !,. ~ .Z I E 4+ 
-E 
21 I ~' la 
OfC""' f I +0 ..... 
0 20 60 60 100 120 140 160 180 200 
INKUBATIEDUUR ( UREN ) 
.. 
Fig. 31: EVOLUTIE VAN DE STIKSTOF N GASFASE EN C02 TIJDENS DE ANAEROBE 




wordt verstaan het volume gas, herleid tot 0°C en 760 mm Hg druk, dat ge-
absorbeerd wordt door 1 volume water, wanneer de druk van het gas zelf, 
met uitsluiting van de waterdampdruk , 760 mm Hg bereikt. Deze waarden 
voor o2, -N2, co2 en NO zijn overgenomen uit het werk van HODGMAN (1962), 
voor He uit het werk van LABOWITZ en AREN1~ (1969) ~n voor N20 berekend 
uit de gegevens van MARKHAM en KOBE (1941). 
Tabel 32. 
De Bunsen absorptiecoëfficiënter. van verschillende 








Zoals blijkt uit deze tabel nemen alleen de absorptiecoëfficiënten 
van co2 en N2o belangrijke waarden aan. In de verschillende proefopzetten 
zijn de partiële gasdrukken echter laag tot zeer laag, en rekening houdend 
met het gasvolume der vaatjes,het vochtgehalte van de grondmonsters en de 
a-waarden van de onderscheiden gassen, kan aangetoond worden dat grootte-
orde volgende hoeveelheden co2 en N20 bij evenwicht in water opgelost zijn: 
co2 ~ 2,50 ml/ vaatje; 
N2o ~ 0,50 ·ml/ vaatje. 
Deze hoeveelheden zijn niet van aard om het denitrifikatiebeeld te beïn-
vloeden. De absorptie van o2, N2, NO en He is aanzienlijk lager en hoeft 
helemaal niet in overweging genomen te worden. 
123. 
Alle monsternamen worden uitgevoerd met gesloten syringe, teneinde 
een onvervalst monster te bekomen bij eventuele onderdruk, veroorzaakt. door 
opeenvolgende monsternamen, of bij overdruk door próduktie van co2 , N20 
of N2• 
In grondmonster nr 3 is het duidelijk dat N20 de vorming van N2 voor-
afgaat; immers het N2o gehalte stijgt zeer vlug, bereikt een maximum en 
daalt ten~ijl in tegenstelling de N2 produktie sterk stijgt. 
Ook in grondmonster nr 13 gaat de N20 produktie de N2 produktie voor-
. af. De omzetting van N20 naar N2 begint reeds van bij de vorming van N20, 
doch stijgt slechts aanzienlijk als N20 daalt. 
In grondmonster nr 10 ontstaan alle denitrifikatieprodukten ongeveer 
gelijktijdig. De sterke N2 ontwikkeling begint wanneer de gehaltén á~ N20 
dalen. NO bereikt zijn maximum v66r N2o, maar verdwijnt bij sterke ~20 
stijging. 
Waar tijdens de open anaërobe inkubatie van grondmonster nr 10 geen 
N2 gedetekteerd wordt, is dit wel het geval voor· de gesloten inkubatie. 
In dit verband ven~ijzen wij terug naar de mogelijkheid dat N2o het medium 
verlaat vooraleer gereduceerd te kunnen worden. 
De minerale stikstofanalysen na de gesloten inkubatie geven ongeveer 
dezelfde resultaten als na doorstroom inkubatie. 
Uit het literatuuroverzicht blijkt een meningsverschil te bestaan, 
omtrent de betekenis van N20 in de denitrifikatieketen. Uit de vorm van de 
beschreven kurven kan echter besloten worden dat N2o de vorming van N2 
voorafgaat. 
De sckwentie in denitrifikatieprodukten kan ofwel te wijten zijn 
aan het adaptief karakter van de verschillende enzymvorming ofwel aan 
een successieve aktiviteit van verschillende bac.teriepopulaties. In de 
literatuur zijn zowel bac.teriën bekend die de ganse serie denitrifikatie-
species vormen,als bacteriën die enkel nitraat naar nitriet reduceren; 
over bacteriën die beperkt zijn tot de reduktie van één der volgende stap-
124. 
pen wordt geen melding gemaakt. Derhalve m~kt de tweede hypothese weinig . 
kans de oorzaak te zijn van de sekwentie in denitrifikatieprodukten. 
3.1.2. Chemische denitrifikatie. 
Uit voorgaande proefn~mingen blijkt dat alleen in grondmonster 
nr 10 steeds NO gedetekteerd wordt in aanzienlijke hoeveelheden. Teneinde 
na te gaan in hoever de vorming van NO een biologische of chemische oor-
60 
sprong heeft, worden de proefmonsters bestraald met Co vooraleer het 
denitrifikatiepatroon op te stellen (tabellen 33, 34, 35 en figuren 32, 33 
en 34). 
Daar de bestralingsduur voor een dosis van 2,5 Mrad ongeveer 11,75 à 
12 uren bedraagt, kan gedurende die tijd de biologische denitrifikatie een 
aanvang nemen. Hoe groter echter de ontvangen dosis wordt, hoe gerin~er de 
aktiviteit van het biologisch proces. Men moet hier echter, zoals fu. de 
proefopzet reeds vermeld, het begrip " stereliteit " na bestraling niet 
te letterlijk opnemen. 
Zoals uit de eerste analysecijfers blijkt is er reeds een aanzien-
lijke hoeveelheid co2 in het milieu aanwezig, nadien neemt die nog slechts 
in geringe mate toe, eventueel als gevolg van de aktiviteit van overleven-
de e11;zymen. 
Belangrijker is wel dat in de drie grondmonsters NO gedetekteerd wordt. 
In grondmonster nr 3 stijgt het vrij vlug en blijft dan konstant, in grond-
ronster nr 10 is de koncentratie aanvankelijk vrij hoog maar daalt nadien 
en in grondmonster nr 13 stijgt het NO gehalte, bereikt een maximum en 
daalt. 
In vergelijking met de niet bestraalde monsters zijn alle gehalten 
aan gaskompanenten zeer laag. 
In de veronderstelling dat alle bacteriën na bestraling gedood zijn 
maar hun enzymen niet totaal geînaktiveerd zijn, wordt alleen de kinetika 
der omzettingen beïnvloed en worden de endergonische processen oniOOgelijk. 
Zo zou geen N02- kunnen gevormd worden uit N03-. Tijdens de bestralings-
cluur wordt echter een deel van de toegediende N03--N niet alleen biologisch 
Tabel 33 
Evolutie van de stikstof-gasfase en co2 tijdens de anaërobe gesloten 
inkubatie in grondmonster nr 3, bestraald met 2,5 Mrad, na toedie-
ning van 100 ppm N03- -N (m1 gas/vaatje) 
Inkubatieduur NO N20 N2 co2 
(uren) 
16,50 0,05 0,03 - 2,93 
25,25 0,17 0,06 - 3,58 
39,75 0,27 0,11 - 3,78 
52,00 0,32 0,16 0,07 3,91 
65,00 0,34 0,17 0,11 4,57 
73,50 0,41 0,18 0,17 4,83 
88,50 0,41 0,21 0,22 4,96 
97,25 0,41 0,22 0,27 5,00 
112,50 0,41 0,27 0,31 5,15 
136,50 0,41 0,30 0,42 5,07 
160,50 0,41 0,30 0,54 5,14 
184,75 0,38 0,31 0,61 5,36 
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Evolutie van de stikstof-gasfase en co2 tijdens de anaërobe gesloten 
inkubatie in grondmonster nr 10, bestraald met 2,5 Mrad, na toe-
diening van 100 ppm N03--N (ml gas/vaatje) 
Inkubatieduur ID N20 N2 co2 (uren) 
.. 
17,50 0,66 0,18 0,05 2,38 
22,50 0,85 0,20 0,05 2,64 
26,50 0,86 0,22 0,04 2,79 
41,25 0,83 0,24 0,12 3,08 
46,50 0,78 0,24 0,22 3,22 
50,75 0, 77 0,25 0,26 3,34 
65,25 o, 71 0,25 0,30 3,48 
73,75 0,65 0,27 0,35 3,50 
89,25 0,62 0,33 0,44 3,92 
97,50 0,59 0,36 0,44 4,03 
112,50 0,57 0,36 0,46 3,98 
124,75 0,51 0,39 0,52 3,98 
137,75 0,49 0,39 0,57 4,15 
146,50 0,47 0,39 0,63 4,05 
161,25 0,45 0,40 0,67 4,12 
17opo 0,39 0,39 0,75 4,13 
181,25 0,39 0,39 0,75 4,24 
209,25 0,33 0,41 4,20 
233,25 0,32 0,41 0,8 9 4,32 
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Evolutie van de stikstof-gasfase en co2 tijdens de anaërobe gesloten 
inkubatie in gronclrronster nr 13, bestraald met 2,5 Mrad, na toe-
diening van 100 ppm N03- -N (ml gas/vaatje) 
Inkubatieduur 
(uren) NO N20 N2 co2 
14,00 0,02 0,18 - 2,55 
19,50 0,19 0,27 - 3,02 
26,00 0,28 0,36 - 3,38 
I 
44,00 0,64 0,61 - 3,95 
63,00 0,83 o, 72 0,08 4,32 
68,50 0,87 0,73 0,11 4,32 
74,00 0,91 0,77 0,14 4,45 
91,50 0,97 0,86 0,25 4,65 
115,25 1,01 0,93 0,32 . 4,65 
139' 75 1,03 0,99 0,40 4,70 
159,50 0,99 1,06 0,45 4,60 
187,50 0,90 1,11 0,55 4,81 
207,25 0,86 1,17 0,60 4,63 
231,75 0,76 1,21 0,66 4, 71 
gasvolume van het met grond gevuld vaatje = 246,50 ml. 
129. 
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tot N02~-N gereduceerd maar ook voor een deel chemisch. Zo ontstaat 0,21 
rng N02--N uit 15 mg N03--N door bestraling met 2,5 Mrad. Dit heeft voor 
gevolg dat voor eenzelfde tijdstip te rekenen vanaf het begin van de proef, 
de hoeveelheid N02--N hoger is in de bestraalde gronden dan in de niet be-
straalde gronden. 
Uit verschillende literatuurbronnen blijkt nitriet een belangrijke 
schakel te zijn in de chemische denitrifikatie. Experimenten in steriele 
omstandigheden wijzen op de ontbinding van nitriet met vorming van N2, NO, 
N02 en N20 (GERRETSEN en DE HOOP, 1957; SNITTH en CLARK, 1960; ALLISON,l963; 
CADY en BAR'IHOLOMEW, 1963; REUSS en S.MITH, 1965; BULLA, GIIM1JR en BOLLEN, 
1970; NELSON en BREMNER, 1970 a). 
Bij de vorming van deze gassen kunnen volgende schema's tussenkomen: 
1. De ontbinding van nitrieten 
De ontbindingssnelheid neemt toe met toenemende zuurtegraad.. Het gevorm-
de NO kan in aëroob milieu oxyderen tot N02 en N2o4, dat op zijn beurt 
in waterig milieu omzet tot HN03 
Uit de experimenten van NELSON en BRE.MNER (1970 a) blijkt deze klassieke 
zelfontbindingsreaktie echter te moeten vervangen worden. door volgend 
schena : 
















NO+ + H20 
H+ + NOz 
N203 
NO + N02 
NO + N02 + H20 
132. 
Inaërobe omstandigheden kan NO en N02 verder omgezet worden als volgt: 
4 HN02 
-+ 2 NO + 2 N02 + 2 H20 + 
2 NO + 02 
-+ 2 N02 + 
4 N02 
-).- 2 N2o4 + 
2 N2o4 + 2 H20 
-+ 2 HN02 + 2 HN03 + 
Volgens WULSTEIN en GI~ilJR (1964, 1966);BULLA, GILMOUR en BOLL~~ (1970) en 
NELSON en BREMNER (1970 b) spelen metalen als Cu, Mn, Fe en Al in de zelf-
ontbinding van nitriet een belangrijke rol. 
2. De reaktie tussen nN02 en de aminogroep van organische bestanddelen, in 
de a- plaats t.o.v. de carboxylgroep. 
Waar aanvankelijk SACHASSE en KOR1\1ANN (1874) (vermeld in ALLISÖN, 1963) 
deze reaktie aanwendden om amiden te bepalen, werd zij later door VAN SLIJKE 
(1911, 1912) gebruikt om a - aminozuren te analyseren. In beide gevallen 
gaat het hier om volgende reaktie , nu de " VAN SLIJKE "-reaktie genoerrrl: 
Volgens GERRETSEN en DE HOOP ( 1957) wordt langs deze weg een belangrijke 
hoeveelheid N2 gevormd, in tegenstelling met de bevindingen uit de meeste 
latere experimenten (SMI1H en CLARK, 1960 ; ALLISON, 1965). 
3. Reaktie van HN02 met lignine , humineverbindingen , fenolverbindingen en 
oximen . 
Uit de onderzoekingen van STEVENSON en SWABY (1964); STEVENSON en 
KIRKMAN ( 1964); MORTLAND en WOLCOTT (1965); STEVENSON en rned. (1970) 
kan HN02 reageren met lignine , humine- en fenolverbindingen met vorming 
van N20 NO, N2 en CH30NO. Ook PORTER (1970) komt tot deze bevinding na 
' reaktie met oximen. 
133. 
4. De ontbinding van anunoniulTITlitriet. 
Alhoewel ALLISON, OOETSCH en STERLIN (195 2) , en SMI1H en CLARK (1960) de 
vorming van N2 in de bodem zien aan de hand van dit schema, menen BROADBB~ 
en CLARK (1965) en MJRTLMTD en WOLCOTT (1965) dat de ontbinding van ammo-
niU1Tlllitriet minder belangrijk is. Trouwens experimenten met gemerkte nitrie-
ten (WYLER en DEL1~CHE, 1954) wijzen uit dat de ·gevormde stikstof alleen 
van nitrieten afkomstig is. 
In ovenveging nemend dat de stabiliteit van nitrieten afneemt in zuur 
milieu en daaruit NO kan gevormd worden, moet normaal in het zuurste grond-
monster (nr 10) onmiddellijk na de bestraling meest NO voorkomen. In de 
andere meer alkalische grondmonsters is een langere inkubatietijd nodig, 
vooraleer NO duidelijk waarneembaar wordt. Zoals blijkt uit de reaktie-
mogelijkheden van HN02 kunnen de gedetekteerde N2 en N20 een che~s~l~e 
oorsprong hebben. 
Uit het feit dat zowel N2o en N2 in de drie grondmonsters bestendig 
toenemen en NO uiteindelijk afneemt, moet de mogelijkheid van een chemische 
reaktieketen tussen deze komponenten zeker weerhouden worden. 
In de niet bestraalde grondmonsters nr 3 en 13 wordt evenwel geen NO 
vastgesteld. Een kompetitie tussen chemische en biologische processen kan 
daarv:oor aan de basis liggen. Trouwens CADY en BARlliOLO:MEW (1960) en WYLER 
en DELWICHE (1954) vinden in zuur milieu hoofdzakelijk stikstofoxyden en 
in alkalisch milieu hoofdzakelijk stikstof. 
3.2. Het denitrifikatiepatroon in semi-aërobe en aërobe omstandigheden. 
Omtrent de invloed van zuurstof op het denitrifikatieproces Z1Jn in 
de literatuur tegenstrijdige gegevens voorhanden. Volgens BREMNER en SHAW 
(1958), CARTER en ALLISON (1960), NOMMITK (1956), CLARK en BEARD (1960) is 
er zeer weinig of geen stikstofverlies in aërobe omstandigheden, in tegen-
stelling met de bevindingen van MEIKLEJOHN (1949), BROADBEh~ (1951), 
BROADBENT en STOJANOVIC (1952), CADYen BARTOLOMEN (1961), MARSHALL en med. 
(1953). 
134. 
De oorzaakvan deze tegenstrijdige gegevens ligt waarschijnlijk in het 
feit dat de tennen " aëroob" en " anaëroob" ,verkeerdelijk geïnterpreteerd 
worden. De opgeloste zuurstof, in evenwicht met de zuurstof in de gasfase, 
kan beïnvloed worden door de hoeveelheid bodemvocht, temperatuur, struk-
tuur van de bodem, verbruik aan 02 en 02 diffusie. Het evenwicht tussen 
de opgeloste zuurstof en de zuurstof in de gasfase kan tijdelijk verbrG-
ken worden zodat, wijl de grond of oplossing in hun-geheel aanzien worden 
als aëroob, de mikro-omgeving van de bacteriën ·anaëroob wordt. In dit ver-
band wijzen JANNASH (1960), CARTER en ALLISON (1960), GREENLAND (1962) 
BURFORD en MILLINGTON (1968) op het bestaan van mikro-anaërobe zonen in 
een aëroob geheel, zodat de aëratietoestand van punt tot punt verandert. 
Niet alleen o2 diffusie en 02 verbruik, maar ook de N03- en N02- diffusie 
naar anaërobe zonen is bepalend voor het denitrifikatieproces. In dit ka-
der is de bodemvochtigheid en de verhouding gas-gevulde en water-gevulde 
bodemporiën belangrijk. 
• I 
De opvatting van ALLISON, CARTER en STERLING (1960) weze hier zeker 
op zijn plaats : " Certainly, it is not surprising that liDder field .condi-
tions considerable denitrification of nitrate seerns to occur at times in 
normal, wel-drained sois. During rainy periods, it is unlikely that such 
soils are well-aërated, and even at other times oxygen may not diffuse ra-
pidly into the entire soil rnass " . 
. Volgens SKERMAN en MACRAE ( 1957) is de drempelkoncentratie van op-
geloste 02 die de NO~-reduktie inhibeert bij Pseudomonas denitrificans 
zeer laag (5 x l0-6M). Tot dezelfde waarde komt GREENWOOD (1962) in expe-
rimenten met gronden. 
Uit de experimenten van SACKS en BARKER (1949) met Pseudomonas deni-
trificans en PICHINOTY (196S),PICHINOTY en D'ORNANO (1961 a) met Aerobacter 
aerogenes en Micrococcus denitrificans blijkt dat zuurstof zowel de vonning 
van de ernzyrrsystemen ,die de reduktie katalyseren,als de funktie van de 
reduktasen reversibel inhiberen. Deze inhibitie kan verklaard worden uit 
. de kompetitie tussen 02 en N03- voor de beschikbare waterstofdonors. 
De experimenten vanCADYen BARTHOLOMEW (1961), omtrent de invloed van 
van 02, tonen aan rlat na een bepaalde periode het stikstofverlies bij 7 à 
135. 
8,5 % 02 ongeveer 20 % bedraagt van dit bij 4 à 5,7 % 02 en nog 4 % van 
het verlies bij 1,0 à 1,6 % o2. Bij 2,27 % 02 is volgens ALLISON , CARTER 
en STERLING (1960), het stikstofverlies signifikant en bij 0,47% zeer 
duidelijk. In grondkolommen, doorstroomd met water en nitraten en geaëreerd 
met 0,2 %, 5 % en 20 % 02 is volgens MANSELL, NIELSEN en KIRKHAM (1970) de 
nitraat recovery respektievelijk 72,9, 80,67 en 86,52 %. 
3.2.1. Het denitrifikatiepatroon bij stijgend vochtgehalte. 
De hoge bodenwochtigheid beïnvloedt de denitrifikatie op indirekte 
wijze , daar de afstand vergroot waarover zuurstof moet diffunderen. Uit 
de experimenten van BREMNER en SHAW (1958), met grondmonsters bij verschil-
lende vochtgehalten, blijkt dat de stikstofverliezen (bepaald door totale 
stikstof) stijgen bij stijgend vochtgehalte VCL"'l 60 tot 200 % W.H.C .. Stij-
gend verlies bij verhoging van het vochtgehalte wordt eveneens gerappor-
teerd door JANSSON en CLARK (1952) en NOMMIK (1956). 
De resultaten van de evolutie van de N03- -en NH4+-N gehalten bij 
twee verschillende vochttoestanden die hoger zijn dan de veldkapaciteit 
zijn opgenomen in de tabellen 36, 37, 38 en figuren 35 a en b, 36 a en b 
en 37 a en b. Uit deze resultaten blijkt dat de N03--N, zoals in het kunst-
matig anaëroob milieu, bestendig afneemt; de NH4+-N neemt toe. In tabel 39 
worden de tijdsduren weergegeven, waarbij het N03--N gehalte op de helft 
-teruggevallen is, bij de drie grondmonsters voor de twee vochtgehalten. 
Tabel 39. 
Overzicht van de tijdsduren, waarbij het N03--N gehalte 
op de helft van de aanvangskoncentratie gedaald 1s. 
Behandeling Grondmonster 
nr 3 nr 10 nr 13 
Half-verzadigd 53,50 h 170,0 h 28,0 h 
Verzadigd 26 '25 h 95,,0 h 24,5 h 
136. 
Tabel 36 
De invloed van stijgend vochtgehalte op de evolutie van de 
minerale stikstof in grondmonster nr 3 na toediening van 
100 ppm N03 :--N. 
Vochtgehalten 
35 % 50 % 
Inkubatieduur NH +_N 4 NO--N 3 Inkubatieduur 
NH +_N 
4 I N03--N 
(uren) mg N lOOg (uren) mg N/100 g 
2 0, 72 11,00 2 1,21 10,98 
3,50 0,87 11,12 3,50 1,19 11,16 
6 0,87 11,06 6 1,26 11,06 
8 1,00 11,78 8 1,26 9,84 
10 1,32 10,14 10 1,47 9,37 
12 1,48 9,80 12 1, 72 8,73 
15 1,62 9,28 13,25 1,70 8,42 
16 1,81 9,20 14,50 1,82 7' 77 
18 1,88 8,94 16 2,14 7,75 
.20 1,74 8,50 18 2,31 6,91 
24 2,03 8,23 20 2,23 6,61 
31 2,19 7,36 25 2,46 6,09 
35 2,38 7,20 30,25 2,80 4,89 
40 2,58 6,70 35 2,73 4,40 
48 2,80 6,14 40 2, 77 3,65 
55 3,00 5,38 45,75 3,11 3,43 
60 3,00 5,12 50,00 3,24 . 3,10 
65 3,10 4,95 ss 3,28 2,78 
65 3,26 2,20 
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Fig. 35a:EVOLUTIE VAN HET NH4+- N EN N03 -N GEHALTE IN GROND· 
MONSTER NR 3 BIJ 35% VOCHTGEHALTE NA TOEDIENING VAN 
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Fig.35b: EVOLUTIE VAN HET NH/-N EN N03--N GEHALTE IN GROND-
MONSTER NR 3 BIJ 50% VOCHTGEHALTE NA TOEDIENING VAN 




De invloed van stijgend vochtgehalte op qe evolutie van de 
minerale stikstof in grondmonster nr 10 na toediening van 
100 ppm N03- -N. 
Vochtgehalten 
31,5 % 45,0 % 
Inkubatieduur - + NO--N Inkubatieduur NH +_N NO--N 1'·Jh4 -N 3 4 3 
(uren) mg N/100 g (uren) mg N/100 g 
2 0,98 10,89 2 1,04 11,47 
4 1,04 10,89 4 1,11 11,37 
6 1,07 11,05 6 1,21 11,26 
8 1,12 10,88 8 0,94 10,77 
10,25 1,05 10,76 10 0,93 10,75 
12 1,04 10,70 12 1,02 10,64 
14,50 1,09 10,79 14,50 1,00 10,46 
20 1,27 10,63 16 1,11 10,42 
25 1,30 10,49 20 1,06 9,86 
30 1,39 10,38 25 1,25 9,37 
40 1,60 10,05 30 1,33 8,65 
·5o 2,34 9,86 36 1,52 8,41 
70 2,90 9,57 50 1,51 7,55 
96 3,36 8,14 65 1,73 7,00 
116 3, 72 7,19 80 2,06 6,14 
142 3,94 6,54 120 2,93 5,05 
160 4,36 5,80 144 3,10 3,96 
190 4,41 5,00 168 3,00 3,33 
240 4,90 4,45 192 3,13 2,91 
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MONSTER NR 10 BIJ 31,50% VOCHTGEHALTE NA TOEDIEN ING . VAN 
100 ppm NO~- N 
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Fi g . 36 b: EVOLUTIE VAN HET NH1-N EN N03- - N GEHALTE IN 
GRONDMONSTER NR 10 BIJ 45% VOCHTGEHALTE NA TOEDIENING 
VAN 100 ppm N03-- N 
139 •. 
Tabel 38 
De invloed van stijgend vochtgehalte op dè evolutie van de 
minerale stikstof in grondmonster nr 13 na toediening van 
100 ppm N03--N. 
Vochtgehalten 
47,2S % 70,0 % 
Inkubatieduur NH +_N 4. NO--N 3 Inkubatieduur 
NH +_N 
4 NO--N 3 
(uren) . mg N/100 g (uren) mg N/100 g 
2 0,94 11,93 2 0,91 11,20 
3,SO 1,12 11,71 3,SO 0,93 11,08 
6 1,04 11,07 6 0,9S 9,43 
8 0,94 9,8S 8 0,96 8, 72 
10 0,93 9,17 10 1,18 7,9S 
12 1,08 8,6S 12 1,19 7,76 
14,SO 1,17 8,00 14,SO 1,21 7,02 
16 1,36 8,19 16 1,17 6,81 
20 1,41 7,13 20 1,3S 6,17 
·2s 1,40 6,40 2S 1,64 S,76 
30 1,52 5,54 30 1,87 4,8S 
32 1,73 S,40 35 1,96 3,80 
38,50 1,90 5,02 40 1,86 3,48 
40 2,10 4,19 45 1,90 2,SO 
45 1,96 4,25 so 2,00 1,51 
50 1,96 3,83 ss 2,26 1,20 
ss 1,93 3,68 65 2,34 0,57 
65 1,98 3,S9 70 2,50 o,ss 
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Fig. 37a: EVOLUTIE . VAN HET NH/-N .EN NO;-N GEHAlTE IN GRO~D-
• I 
MONSTER NR 13 BIJ 47,25% VOCHTGEHALTE NA TOEDIENING 
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Fig. 37 b : EVOLUTIE VAN HET NH/- N· EN NO;- N GEHALTE IN GROND-
MONSTER NR 13 BIJ 70% VOCHTGEHALTE NA TOEDIENING VAN 100 ppm 
N03-N 
142. 
Voor de drie grondmonsters is de snelheid van N03--N afname groter 
bij het hoogste vochtgehalte.Inderdaad, in deze omstandigheden is het gas-
gevulde poriënvolume fel gereduceerd, en de o2 diffusie nog sterker ge-
remd. Volgens ~VOOD en GOODMAN (1971) daalt het o2 gehalte aanzienlijk 
binnen de millimeter waterfase in kontakt met de gasfasè. 
In alle objekten neemt de NH4+-N toe. 
Deze resultaten tonen duidelijk het gevaar voor N verlies bij ver-
hoogd vochtgehalte. Regenperioden, waarbij de grondmassa in zijn geheel 
of getieeltelijk verzadigd wordt, induceren denitrificerende omstandigheden. 
3.2.2. Het denitrifikatiepatroon bij verlaagde zuurstofdruk. 
Zoals blijkt uit de tabel 40 en figuren 38, 39 en 40 is tijdens de 
inkubatie met 1 % o2 de co2 produktie ongeveer gelijklopend met deze bij 
21 % 02. Dit is niet te verwonderen daar het 02 gehalte steeds hernieuwd 
wordt. Als gasvormige denitrifikatieprodukten wordt alleen N20 vastge-
steld. Nadat de gehalten een maximum bereikt _hebben, blijft de N20 pro-
duktie gedurende de ganse inkubatieperiode zij het in geringe mate aan-
houden. 
Ook in de ~xperimenten van CADY en BARTriOLOMEW (1961) wordt geen 
N2 gedetekteerd bij 02 gehalten tussen 1 en 1,6 %. Zij stellen vast dat 
zola~g o2 aanwezig, ·N2o niet gereduceerd wordt tot N2, waarschijnlijk uit 
oorzake van het preferentiëel gebruik van 02 als acceptor. Volgens 
MAHENDRAPPA en SMITH (1967) wordt N20 praktisch niet gereduceerd in aëroob 
geinkubeerde grondmonsters bij verhoogd vochtgehalte. STEFANSON en 
GREENLAND (1970) stellen tijdens de aërobe inkubaties echter wel de vor-
ming van N2 naast N20 vast; de verhouding waarin deze species voorkomen 
is 1/2. Dat de reduktie van N20 naar N2 in aërobe omstandigheden geremd 
wordt blijkt eveneens uit de resultaten van ALBRECiiT, JUNGE en ZAKOSEK 
(1970) die vaststellen dat in normaal bouwland steeds meer N20 vastge-
steld wordt dan het gemiddelde in de lucht (0,2 tot 10 ppm t.o.v. 0,25 ppm). 
Zij vinden echter geen korrelatie tussen de N20 produktie en de ·bodem-
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Evolutie van de N-gasfase en co2 in grondmonster nr 3, 10 en 13 tijdens de 
inkubatie met 1 % o2 na toediening van 100 ppm N03--N. 
Grondmonster nr 3 Grondmonster nr 10 Grondmonster nr 13 
Inkubatie- NO N20 N2 co2 Inkubatie NO N20 N2 co2 Inkubatie- NO N20 N2 duur duur duur 
(uren) ~1 gas/ml gas (uren) ~1 gas/ml gas (uren) ~1 gas/ml gas 
2,50 - - - 0,67 2,25 - - - 0,20 3,25 - 0,01 -
3,25 - 0,01 - 1,98 8,25 - - - 0,90 5,75 - 0,06 -
5,25 - 0,02 - 6,80 16,50 - - - 2,12 9,25 - 0,82 -
9,75 - 1,06 - 12,05 20,75 - 0,07 - 3,96 13,00 - 1,13 -
15,75 - 2,67 - 16,12 25,00 - 0,17 - 11,00 20,00 - 0,99 -
20~25 - 2,12 - 12,33 29,25 - 0,33 - 10,54 25,50 - 0,85 -
22,00 
- 1,75 - 10,79 40,00 - 0,38 - 9,00 32,00 - 0,69 -
26,00 - 1,33 - 9,62 47,50 - 0,33 - 7,44 50,25 
- 0,37 -
30,50 - 0,93 - 8,21 71,00 - 0,34 - 3,00 74,75 - 0,36 -
44,75 - 0,42 - 6,66 101,75 - 0,31 - 2,40 97,50 - 0,38 -
50,00 - 0,32 - 6,07 150,00 - 0,06 - 1,98 165,50 - 0,03 -
53,50 - 0,24 - 5,93 172,50 - 0,07 - 1,80 213,50 - 0,02 -
56,75 - 0,24 - 5,60 212,75 - 0,07 - 1,71 237,25 - 0,02 -
73,75 - 0,17 - 4,45 
96,50 
- 0,13 - 3,33 
119,50 - 0,10 - 2,74 
143,75 - 0,11 - 2,12 
167,50 - 0,05 - 1,89 
195,00 - 0,04 
- 1,91 
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daarentegen stellen vast dat de N 0 vorming gepaard gaat met perioden van 
2 
grote neerslag. Volgens DELWICHE (1959) kunnen Pseudomorras denitrificans 
cellen, gegroeid in aanwezigheid van N03- of 02, N2o niet verder reduceren 
tot N2• 
NO is eveneens afwezig in deze proefopzet, alhoewel de vorming ervan 
niet uitgesloten is. In aërobe omstandigheden bindt NO zich vlug met 02 en 
vormt N02 en N2o4, dat in waterig milieu terug ~D3 geeft. 
3.2.3. Het denitrifikatiepatroon in aërobe omstandigheden. 
In de proefneming waarbij de grondmonsters kontinu op 21 % 02 
gehouden worden, is het ons onmogelijk enig gasvormig denitrifikatiepro-
+ -dukt vast te stellen (tabellen 41, 42). Zowel het ~14 - als N03 -N ge-
halte neemt toe in deze gunstige mineralisatie en nitrifikatieomstandig-
heden. Het N02--N gehalte is zeer gering. Het totaal stikstofgehalte 
blijft nagenoeg konstant zodat mag besloten worden dat chemische denitrifi-
katie praktisch niet optreedt. 
De evolutie van de co2 produktie is weergegeven in fig. 41. Daaruit 
blijkt dat grondmonster nr 10 een vrij lange aanloopperiode nodig heeft 
om tot dezelfde produktiesnelheid te komen als de grondmonsters nr 3 en 
nr 13. Deze grotere ~-periode weerspiegelt zich trouwens in alle proef-
objekten. Evenals in de anaërobe inkubatie, is de co2 produktie-afname in 
grondmonster nr 13 veel minder uitgesproken dan in grondmonster nr 10 en 
nr 3. 
Teneinde de biologische aktiviteit in aërobe omstandigheden beter te 
karakteriseren wordt de 02 opname en àe co2 produktie in gesloten omstan-
digheden gevolgd en weergegeven in de tabellen 43, 44 en de fig. 42, 43. 
Berekende R.Q.*- waarden (respiratory quotient) schommelen in het begin 
van de inkubatie rond 1, om meer naar het einde te verlagen tot ongeveer 
0,50. Gemiddeld zijn deze waarden voor de drie grondmonsters nr 3, nr 10 
en nr 13 respektievelijk 0,85, 0,89 en 0,55. Dit betekent dat aanvankelijk 
* R.Q. = volurne ·co2 geproduceerd 
· volurne 02 verbruikt 
Tabel 41 
Evolutie van de stikstof-gasfase en co2 in grondmonster nr 3, 10 en 13 tijdens 
de aërobeopen inkubatie na toediening van 100 ppm N03--N. 
Grondmonster nr 3 Grondmonster nr 10 Grondmonster nr 13 
Inkubatie- NO N20 N2 co2 Inkubatie- NO N20 N2 co2 Inkubatie- NO N20 N2 
~uur(uren) 111lml gas duur(uren) 11l/ml gas duur ( Uftll) 11 1/ml gas 
2,50 - - - 1,11 2,50 - - - 0,24 1,30 - - -
15,00 - - - 16,44 7,25 - - - 1,27 4,00 - - -
23,50 - - - 11,82 12,00 - - - 1,87 7,25 - - -
28,50 - - - 9,15 15,25 - - - 3,67 10,75 - - -
40,00 - - - 6,30 19,25 - - - 11,92 22,75 - - -
47,50 - - - 5,69 29,50 - - - 10,64 31,75 - - -
64,00 - - - 3,43 42,00 - - - 8,98 46,75 - - -
72,00 - - - 3,22 50,00 - - - 7,96 54,75 - - -
90,15 - - - 2,64 66,00 - - . - 5,78 70,75 - - -
136,00 - - - 1,94 76,00 - - - 4,60 79,25 - - . -
159,75 - - - 1,92 90,15 - - - 3,74 96,25 - - -
214,30 - - - 1, 72 97,75 - - - 3,63 143,00 - - -
234,00 - - - 1,80 140,25 - - - 2,09 210,00 - - -
162,25 - - - 2,09 
191,25 - - - 2,09 
210,00 - - - 1,97 

























Overzicht van de evolutie van de totale stikstof, minerale stikstof en stikstof-gasfase tijdens de 
aërobe inkubatie van grondmonster nr 3, 10 en· 13 na toediening van 100 ppm N03--N (mg N/lOOg gr.). 
Grondmonster nr 3 Grondmonster nr 10 Grondmonster nr 13 
Begin Einde Verschil Begin Einde Verschil Begin Einde I . . nkub t. Verschll inkubatie inkubatie inkubatie inkubatie inkubatie 1 a 1e 
Totale N 126,37 125,87 -0,50 133,22 133,17 - 0,05 205,93 205,53 - 0,40 
NH +_N 
4 0,47 3,98 +3,51 0,84 4,93 + 4,09 0,44 0,82 + 0,38 
NO--N 3 11,19 11,54 +0,35 10,78 10,05 - 0,72 10,83 11,62 + 1,96 
NO--N 2 0,00 0,07 +0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 1,19 + l,H3 
NO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
N20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
N2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
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Evolutie van het 02 gehalte tijdens de gesloten aërobe inkubatie. 
Grondmonster nr 3 Grondmonster nr 10 
Inkubatieduur ml Oz! Inkubatieduur 
9< 0 (uren) vaatje 0 2 (uren) 
1,25 52,31 20,60 2,00 
6,75 47' 71 18,50 7,75 
11,50 40,09 15,55 12,25 
15,00 35,96 13,94 15,75 
19,00 34,01 13,19 19 '75 
24,25 28,89 11,20 29,75 
29,25 24,97 9,68 42,50 
41,75 21,00 7,40 50,50 
49,75 14,96 5,80 66,50 
65 '75 9,23 3,58 76,50 
75,75 6,48 2,51 90,50* 
89 '75 * 2,32 0,90 98,25 
98,50 0,58 0,22 123,50 
122,75 0,14 0,05 140,75 
162,00 0,05 0,02 162,75 
186,25 0,06 0,02 187,25 
gasvolume vaatje nr 3 = 257,89 ml 
nr 10 = 290,94 m1 
nr 13 = 230,22 ml 
mlOzl 
0 0 
vaatje '0 2 
60,81 20,90 
59,82 20,56 














Grondmonster nr 13 
Inkubatieduur ml Ozl 
g, 0 (uren) vaatje 0 2 
1, 25 46,16 20,05 
7,00 38,01 16,51 
11,50 33,32 14,47 
15,00 32,41 14,08 
19,00 28,13 12,00 
29,25 20,41 8,87 
41, 75* 12,47 5,42 
49,75 6,05 2,63 
75,75 0,07 0,03 
Sû,OO 0,06 0,03 
97,50 0,07 0,03 
122,75 0,05 0,02 
140,00 0,05 0,02 
162,00 0,06 0,03 
191,00 0,06 0,03 
152. 
Tabel 44 
Evolutie van het C02gehalte tijdens de gesloten aërobe inkubatie. 
Grondmonster nr 3 Grondmonster nr 10 
Inkubatieduur m1 co2t Inkubatieduur %C02 (uren) vaatje (uren) 
1,25 0, 77 0,30 2,00 
6,75 5,82 2,26 7,75 
11,50 12,07 4,68 12,25 
15,00 16,36 6,34 15,75 
19,00 22,01 8,53 19,75 
24,25 23,32 9,04 29,75 
29,25 25,74 9,98 42,50 
41,75 31,16 12,08 50,50 
49,75 34,04 13,20 66,50 
65,75 36,88 14,30 76,50 
75,75 39,87 15,46 90,50 
89 '75 41,26 16,00 98,25 
98,50 41,52 16,10 123,50 
122,75 42,24 16,38 140,75 
J.62,00 42,50 16,48 162,75 
186,25 43,27 16,78 187,25 
Gasvolume vaatje nr 3 = 257,89 m1 
nrlO = 290,94 ml 
nrl3 = 230,22 ml 

















Gronclmonster nr 13 
Inkubatieduur ml COzl 9.:ro (uren) vaatje o~ 2 
--
1,25 o, 76 0,33 
7,00 4,23 1,84 
11,50 6,79 2,95 
15,00 9,62 4,18 
19,00 11,68 5,07 
29' 25 . 13,78 5,99 
41,75 17,98 7,81 
49,75 21,24 9,23 
75' 75 24,60 10,69 
90,00 26,08 11,33 
97,50 27,86 12,10 
122,75 29,88 12,98 
140,00 31,36 13,62 
162,00 32,46 14,10 











- -- grondmonster nr 3 
• • 
grondmonster nr 10 
41 /o/ I grondmonster nr 13 
0 t----J-- ..... 
0 20 40 60 80 100 120 140 150 180 200 
INKUBATIEDUUR (UREN) 
Fig. 42: EVOLUTIE VAN DE C02 . PRODUKTIE 
.. 







grondmonster nr 3 
16t \\ \ • • 
grondmonster nr 10 













0+ I I I"-.,., ~ r I I I I ..... 
o 20 40 60 80 1oo= do 140 160 180 200 
INKUBATIEDUUR ( UREN) 





koolhydraten aangewend worden, gevolgd door o2-arm organisch materiaal 
(STOTZKY ,1965). 
155. 
Bij de gesloten aërobe inkubatie blijkt de aanvangszuurstofkoncen-
tratie in de gasfase snel tot gehalten te dalen waarbij anaërobe omstan-
digheden in de grond ontstaan. In deze kondities worden dan ook denitri-
fikatieprodukten gevormd. I11 tabel 43 zijn de tijdstippen waarop voor de 
eerste maal N20 gedetekteerd wordt weergegeven door ( * ). Voor grond-
monster nr 3 betekent dit 0,05 m1 N20/vaatje bij 0,90 % o2; voor grorrl-
monster nr 10:0,03 m1 N20/vaatje bij 1,23 % 02 en voor grondmonster nr 13: 
0,02 ml N20/vaatje bij 5,42 % 02. Uit deze cijfers blijkt N-verlies te 
kurlnen optreden bij 02 gehalten in de gasfase die niet laag zijn. Op de 
niet-homogene 02 verdeling in de grond waarbij anaërobe mikro-plaatsen 
voorkomen is reeds eerder gewezen. Uit deze cijfers blijkt eveneens 
duidelijk de invloed van de bodemtextuur op de luchthuishouding. 
II. 4. Besluit. 
Van een drietal representatieve belgische bodemmonsters met 
sterk uiteenlopende fysische en chemische karakteristieken werd 
156. 
het denitrifikatiepatroon opgesteld in verschillende omstandigheden. 
Uit de resultaten van de anaërobe doorstroominkubatie blijkt 
dat zowel de ingebrachte als de oorspronkelijke N03-- N verdwijnt. 
Deze stikstof wordt door de bacteriën aangewend als terminale accep-
tor en dus niet als struktuurelement;· uiteraard moeten de vrije 
NH4+- N en de stikstof uit het ontbonden organisch materiaal daar-
toe dienen. Niettegenstaande de mogelijke opname van NH4+-N wordt 
in alle objekten nog een toename van deze N-fraktie vastgesteld, 
die praktisch volledig te wijten is aan de ontbinding van het or-
ganisch materiaal. Afhankelijk van het grondmonster worden ofwel 
hoofdzakelijk vluchtige stikstofoxyden, ofwel hoofdzakelijk ele-
mentaire stikstof gevormd. In het meer alkalisch grondmonster wor-
den aanzienlijke hoeveelheden N02--N gevorm:l; evenals in de andere 
grondmonsters verdwijnt de N02--N uit het milieu ten voordele van 
vluchtige stikstofgassen. 
Uit de resultaten van de gesloten anaërobe inkubatie blijkt 
duidelijk dat in gronden N20 als voorloper van N2 in de denitrifi-
katieketen optreedt. 
De stikstofbalans na inkubatie toont de overeenkomst tussen 
de afname in totale stikstof, 11itraat stikstof en N15- gehalte en 
de vorming van gasvormige stikstofverbindingen. Dat tijdens het de-
nitrifikatieproces geen nitrifikatie optreedt blijkt eveneens uit 
deze resultaten. 
60 Inkubatie en analyse van met Co bestraalde grondmonsters 
toont aan dat de vorming van NO een chemische oorsprong kan hebben. 
Bij vochttoestanden hoger dan veldkapaciteit daalt het 
N03--N gehalte eveneens en wel met grotere snelheid naargelang het 
vochtgehalte toeneemt. 
157. 
Bij het doorstromen van de grondmonsters met 1 % 02 is de vorming 
van N20 duidelijk. NO en N2 worden hierbij niet gedetekteerd. 
In volledig aërobe omstandigheden wordt geen N-gasvorming vastge-
steld. Wordt een aanvankelijk aërobe grond van o2 toevoer beroofd, dan 
daalt het 02 gehalte vrij vlug en neemt het denitrifikatieproces, zelfs 
bij o2 gehalten hoger dan 1 % een aanvang. 
Uit de co2 produktie zowel in anaëroob als in aëroob milieu kan 
een verschil in biologische aktiviteit tussen de grondmonsters onder-
ling afgeleid worden . 
Hoofdstuk III 
KONFRONTATIE DER THEORETISCHE EN 
EXPERI~'ELE RESULTATEN. 
III.l. Het nitrifikatieproces. 
158. 
Uit de theoretische berekeningen volgt dat NH4+ zich spon-
taan kan omzetten naar N02- en N03-. Ook N02- gaat spontaan over 
naar N03-. Het exergonisch karakter van deze reakties wijzigt 
niet bij (02) = 1 of 10-
4 en bij pH= 4,7 of 9.In het oxydatie-
proces uitgaande van NH4+ kan de spontane vorming van NH20H 
echter niet afgeleid worden, niettegenstaande de tussenkomst 
van deze verbinding als intermediair in het nitrifikatieproces 
in de literatuur gesuggereerd wordt (VERS'fRAETE, 1970). 
De experimenten tonen aan dat NH4+ inderdaad omgezet 
wordt tot N03- en dat N02- als tussenschakel optreedt. Deze om-
zettingsreakties vereisen echter katalysatoren ( enzymsystemen) 
teneinde meetbare omzetsnelheden te bereiken. Dat deze katalysa-
toren niet altijd aanwezig of effektief zijn blijkt uit het ni-
trifikatiegebrek van grondmonster nr 10. Verschillen in nitri-
fikatiesnelheden kunnen hun oorzaak vinden in de verschillende 
milieu-faktoren die de enzymvorming beïnvloeden. 
III.Z. Het denitrifikatieproces. 
Theoretisch kan No; slechts reduceren tot N2 bij pH = 4 
en (02)= 10-
4
• N02- wordt onafhankelijk van (02) en pH geredu-
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ceerd tot N2, maar is bij de reduktie naar N20 beperkt tot pH = 4 
-4 -4 en (02) = 1 en 10 en tot pH = 7 en (02) = 10 . In zuur milieu 
(pH= 4) ontbindt NOz spontaan naar NO en N03-. In aanwezigheid 
+ - - + -
van NH4 kan N02 omzetten tot N2 en N03 tot N2o,. NH4 met N03 
kunnen N2 geven samen met NO, N2o3 en N2o4. De reduktie van N03- . 
naar ~D2- is slechts exergonisch in irreële bodemkondities, waar-
uit volgt dat deze omzetting in normale bo9emomstandigheden moet 
gepaard gaan met een energie leverend proces. 
De vorming van NO kan afgeleid worden uit de ontbindingsre-
akties van HN02, N02, N2o4 en N2o3. Het ontstaat eveneens uit ND2-+ 
- + N02 of N2o4 en uit N03 + NH4 • 
Uit de schematische voorstelling van de reduktiemogelijkheden, 
opgesteld aan de hand der enkelvoudige reakties blijkt dat N20 uit 
een aanzienlijk aantal verbindingen gevonnd wordt doch slechts tot 
N2 kan reduceren. Aan de hand der samengestelde reakties kan a1leen 
de vorming van N20 afgeleid worden. ~aaruit blijkt dat aan de~e ver-
binding een stabiel karakter mag toegewezen worden. 
Wat ook de reakties of omstandigheden wezen, het uiteindelijk 
resultaat is de vorming van N2. 
De experimenten tonen aan dat N03- naar N02 gereduceerd wordt; 
alhoewel het een energie vereisende stap is. Het is eveneens duide-
.lijk dat N20 als voorlaatste stap in de denitrifikatieketen optreedt; 
in open zure omstandigheden is dit zelfs de laatste stap. De theorie 
staaft het idee van stabiliteit van deze verbinding. In omstandig-
heden waarbij geen enkel denitrifikatieprodukt het milieu kan verla-
ten, wordt uiteindelijk zoals de berekeningen aantonen elementaire 
stikstof gevormd. 
Alhoewel NH4+ theoretisch kan nitrificeren in anaëroob milieu, 
bevestigen de resultaten dit niet. Afwezigheid van katalysatoren, 
teneinde meetbare snelheden te bekomen, kan daarvan de oorzaak zijn. 
Dat NO .enkel in aanzienlijke hoeveelheden voorkomt in het 
zuur grondmonster kan verklaard worden aan de hand van de tot zuur 
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milieu beperkte ontbindingsreaktie va~ HN02 met vorming van NO en 
m3-. De door BREMNER & NELSON (1970 a ) voorgestelde ontbindings-
Teaktie : 
is enkel mogelijk in standaard omstandigheden; bij pH 4,7 of 9 is 
dit een endergonische reaktie. In de figuren 8, 9 en 10 zijn echter 
meerdere reakties opgenomen waaruit blijkt dat NO spontaan kan ont-
staan. Deze verbinding zelf kan bij (02) = 10-
4 
oxyderen tot N02 en 
N2o4, die op hun beurt terug kunnen ontbinden met vonning van N03- + 
N02- of N03- +NO. In gesloten systemen moet uit deze gegevens de 
vonning van N03- volgen, tenzij uit de cyclerende verbindingen N2o 
of N2 ontstaan. De proefnemingen met geirradieerde gronrunonsters 
tonen ·allen de vorming van NO, hetgeen ook de tussenkomst van pH-on-
afhankelijke reakties laat veronderstellen. Deze reakties kunn'en ge-
katalyseerd worden door niet~biologische katalysatoren. 
In de meer alkalische grondmonsters is ' de omzettingssnelheid 
groter dan in het zuur grondmonster. Dit wijst op een gunstiger 
vorming van katalysatoren; trouwens de optimale aktiviteit van de 
denitrificerende mikro-organismen situeert zich tussen pH= 7,0 en 
8,6 (DO~~GUES & MANGENOT, 1970). De globale omzettingssnelheid ver-
hoogt, dank zij de versnelde deelreakties. Dit kan trouwens ook één 
der redenen zijn waarvoor in het alkalisch grondmonster in doorstroom-
omstandigheden N2 gevonnd wordt, terwijl in het zuur grondmonster de 
reduktie slechts tot vluchtige N-oxyden gaat. 
KLUYVER (1953) en VERHOEVEN (1956) stellen een 2 elektronen-
stap in de denitrifikatieketen voor. Theoretisch is deze keten in 
haar geheel spontaan; de vorming erin van HN02, NO en HNO is echter 
energie vereisend. 
Dat in de N03--reduktie bij mikrobiële experimenten N20 ge-
vormd wordt als 11 bypass 11 kan ook theoretisch zo a:fgéleid worden, 
alhoewel de rechtstreekse reduktie mogelijk blijft. In gronden 
daarentegen mag N20 beschouwd worden als rechtstreekse schakel 
in de denitrifikatieketting, zodat volgende sequentie van geana-
lyseerde intermediairen kan opgesteld worden 
NO --> "NO --> :1\TQ ->N 0 -> N 3 2 2 2 
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ALGEMENE S.AMENV ATIING. 
De studie van de bodem-chemische aspekten van het denitrifikatiepro-
ces is het hoofddoel van dit onderzoek. Hierbij werden vooreerst de theo- · 
retische omzettingsmogelijkheden van de voornaamste anorganische stikstof-
verbindingen nagegaan in aëroob en anaëroob milieu en bij pH= 4, 7 en 9. 
Vervolgens werd van een drietal bodemmonsters met sterk uiteenlopende fy-
sische en chemische karakteristieken het denitrifikatiepatroon opgesteld 
in verschillende omstandigheden. De theoretische en experimentele resul-
taten worden aan mekaar getoetst. 
De berekeningen en experimenten leiden tot volgende resultaten 
1. Aan de hand van de~ G; -, ~ G;'- en ~ G;''- waarden der enkelvou-
dige reakties blijkt dat : 
a) [ NH4 +, NH3 ] door oxydatie zowel rechtstreeks als via een reeks in-
termediairen tot N03- kan overgaan en dit zowel bij pH= 4,7 en 9 
als in aëroob of anaëroob milieu; 
b) de reduktiemogelijkheden uitgaande van de meest geoxydeerde ver-
binding, N03, eindigen bij N2 en niet bij een verbinding met lage-
re valentie zoals bv. [ NH4 +, NH3 ] ; 
- -4 c) N0 3 enkel kan reduceren tot N2 bij pH = 4 en (02) = 10 ; de re~ 
duktie naar [ HN02, N02- ] slechts mogelijk wordt in irreële bo-
demkondities; 
d) [ HN02, N02- ] in alle omstandigheden rechtstreeks tot N2 kan redu-
ceren; maar via N2o beperkt is tot pH = 4 en (02) = lo-
4 ; 
. e) uitgaande van [ NH4+, NH3 ] of N03 en door oxydatie of reduktie 
alle verbindingen spontaan gevormd kunnen worden met uitzondering 
+ 
van NH2 en [ NH30H , NH20H ] • 
2. Aan de hand van de berekeningen van de evenwiehts ligging der samenge-
stelde reakties volgt dat : 
+ 
a) alle ontbindingsreakties tot de vorming van [ NH4 , NH3 ] , N2 , 
N20 of N03- leiden; 
b) uit de reakties met 2 reaktieven en 1 produkt successief de vor-
ming van N2 kan afgeleid worden; alleen vanuit N20 is geen reak-
tie voorzien; 
I 
c) reakties met 2 reaktieven en 2 produkten eveneens tot de vor-
ming van enkele reeds voornoemde stabiele verbindingen leiden; 
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d) aan de hand van enkelvoudige en samengestelde reakties de vor-
ming van alle N - verbindingen behalve NH2 kan afgeleid worden. 
3. Uit de opgestelde denitrifikatiepatronen in anaërobe open omstandig-
heden volgt dat zowel de oorspronkelijke als de toegediende N03- - N 
verdwijnt. In alie objekten wordt een toename van NH4+-N vastgesteld, 
d . d . N15 1 h . . 1e, naar e exper1menten met , s ec ts m zeer germge mate te 
wijten is aan reduktie van nitraat maar in hoofdzaak aan ontbinding 
van organisch materiaal. Vooral lil het meer alkalisch grondmonster, 
wordt N02- - N aangetroffen. In alle grondmonsters verdwijnt deze 
N02-- N ten voordele van vluchtige stikstofgassen; in het zuurder 
grondmonster zijn dit hoofdzakelijk stikstofoxyden, terwijl het in 
het meer alkalisch grondmonster elementaire stikstof is. 
In gesloten anaërobe omstandigheden is het uiteindelijk deni-
trifikatieprodukt N2. 
· In geirradieerde anaërobe grondmonsters heeft de vorming van 
zeer kleine hoeveelheden vluchtige denitrifikatieprodukten mogelijks 
een chemische oorsprong. 
In grondmonsters voorzien van hogere vochtgehalten dan deze bij 
veldkapaciteit neemt het N03- - N gehalte af terwijl het NH4+ - N ge-
halte toeneemt. Het denitrifikatieproces in " waterlogged conditions " 
kan vergeleken worden met dit van grondmonsters waarin de 02 vervangen 
1s door He. 
Grondmonsters doorstroomd met 1 % 02, geven, zij het in geringe 
mate, vorming van N2o . 
Grondmonsters doorstroomd met 21 % o2 vertonen geen denitrifika-
tie. Worden deze grondmans ters beroofd van o2 toevoer, dan daalt het 
02 gehalte vrij vlug en neemt het denitrifikatieproces, zelfs bij 02 
gehalten hoger dan 1 % een aanvang. 
Uit de co2 produktie, nagegaan in aërobe en anaërobe omstandig-
heden, blijkt een duidelijk verschil in biologische aktiviteit tussen 
de grondmonsters onderling. 
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GENERAL SUMv1ARY. 
The main object of this investigation is the study of some chemica! · 
features of denitrification in soil. Firstly, the possible transformations 
between inorganic nitrogen compounds ·are calculated on a theoretica! basis 
· for aerobic and anaerobic medium and for pH = 4, 7 and 9. Secondly, the de-
nitrification pattem of three soil samples with very distinctive physical 
and chernical characteristics is drawn up in different conditions. The the-
oretica! considerations are compared to the eÀ~erirnental results. 
Out of the calculations and experiments the following main points 
can be put forward : 
1. From ~G0 , ~ G01 and ~ G011 of the simple N- reactions, it appears 
r r r 
that : 
a. [NH4; NH3 ] can oxidise either directly or indirectly to N03 in 
aerobic((02)=1) or anaerobic ( (02) = 10-
4) medium as well as at 
pl:l = 4,7 and 9; 
b. starting .with the most oxidised compound, N03, the possibilities 
of spontaneous reduction end at N2 and not at a compound with a 
lower oxida ti on nurnber as e.g. [ NH4 +, NH3 ] ; 
c. the reduction of N03- to N2 is lirnited to pH= 4 and (02) = 10-
4; 
its reduction to [ HN02, N02- ] is only possible in unreal soil 
conditions ; 
d. [ HND2, N02-J can reduce directly to N2 in all circurnstances, but 
its reduction to N2 over the interrnediate N20 is lirnited to pH = 4 
-4 
and (02) = 1 or pH = 7 and (02) = 10 ; 
+ 
e. all N - compounds, except NH2 and [ NH30H , NH20H], can be for-
med by oxidation of [ NH4+, NH3 ] or reduction of N03• 
2. From calculations of the equilibrium conditions of complex reactions, 
it appears that : 
+ 
a. all decomposition reactions lead to the formation of [ NH4 , NH3 ] , 
N2, N20 or N03-
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b. the formation of N2 can be deduced by successive reactions with 2 re-
actants and 1 product; only with N20 as rea:tmt does no reaction occur; 
c. the reactions with 2 reactants and 2 products lead also to the forma-
tion of stab.le compounds, already mentioned; 
d. all N- compounds, except NH2, can be deduced by use of the simple and 
complex reactions. 
3. The denitrification pattem in anaerobic flush conditions show that soil 
N03-- N as well as fertilizer N03-- N disappear. In all experiments there 
. . . NH + N h b d . 15 b d -1s an 111crease 111 4 - . It as een prove , us111g N la elle N03 - N, 
that this increase is mainly due to the decomposition of organic material 
and that the contribution of N03- reduction is small or meaningless. Es-
pecially in soil nr 13, N02-~ Nis detected in considerable amounts. In 
all soil samples, this N02-- N disappears in favour of the formation of . 
volatile nitrogen gasses; in the more acid soil sample they are especi-
ally nitrogenoxides, while it is elemental nitrogen in the more alcaline 
soil sample. The final denitrification product in anaerobic batch condi-
tions is N2. 
The formation of very small quantities of volatile denitrification-
products in irradiated anaerobic soil samples can be of chemica! origin. 
In soil samples supplied with a water content higher than fieldca-
pacity, N03--N decreases and NH4+- N increases. The denitrification pro-
cess in waterlogged conditions can be compared to that of soil samples in 
whi:h o2 is replaced by He. 
In the soil samples flusbed with 1 % o2, formation of small quanti-
ties of N20 can be detected. By flushing with 21 % 02 no denitrification 
is observed. In 'initial aerobic batch conditions, the o2 content decreases 
quickly and the denitrification process starts even at o2 contents higher 
than 1 %. 
Difference in biologica! activity beuveen soil samples is eviden-
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11. N2 (g)+ 2H20(l)+(1-a11 )H+ + (l-a11 )N2H5~aq)+a11N2H4 (aq)+02 (g) 
12. 2N2(g) + o2 (g) + 2N20(g) 
13
· 
2N2(g) + 02(g)+2H2°(1) + 2al3.1H2N2°2tiSi3.2HN2°i-t~al3.3N20~-:~f(al3.2+2al3.3)H+ 
14. 2N2 (g) + 302 (g) + 2N2o3 (g) 
15 N2(g) + 202 (g) + N2o4 (g) 
+ 
9. 2N2 (g) + 502(g) + 2H20(l) + 4 N03 (aq)+ 4H 
' t:, G0 of t:, G0 
r r 
pH = 4 pH = 7 pH = 9 
±m.5.46 
+418,18 +386,33 +325,98 - 5,46 
+195,24 +195,24 +195,24 - 5,46 
+307,92 +318,12 +317,74 - 5,46 
+285,98 +302,47 +313,74 -16,38 
+ 41,44 + 41,44 + 41,44 + 5,46 
+ 24,78 + 24,78 + 24,78 +10,92 
+, 52~22 + 42,18 + 31,28 +16,38 
+ 54,72 + 54,72 + 54,72 +16,38 
I 
+234,68 +234,6a +234,68 - s,~6 
+138,54 +142,75 +144,10 - 5,46 
+ 49,52 + 49,52 + 49,52 + 5,46 
+130,58 +130,19 +130,01 + 5,46 
+ 66,98 + 66,98 + 66,98 +16,38 
+ 23,49 + 23,49 + 23,49 +10,92 





16. 2N2(g) + 502(g) + 2N2o5 (g) + 55,00 + 55,00 + 55,00 +27,30 
17. 2N2(g) + o2(g) + 2H20(g) + 4HNO(g) . +216,72 +216,72 +216,72 + 5,46 
. - + ' 18. 4(1-a1 )N3H(aq)+4a1N3(aq)+10H2o( 1 )+4a1H + 12NH2 (g)+502(g) +777,86 +809,71 +820,96 -27,30 
- + + 19. 2(1-a1 )N3H(aq)+2a1N3 (aq)+8H2o( 1 )+(6-6a3~2a1 )H+ 6(1-a3 )NH30H(aq)+6a3NH20~aq)+02 (g) +252,78 +284,03 +290,08 - 5,46 
- + +· 20. (1-a1 )N3H(aq)+a1N3(aq)+4H2o( 1 )+(3-3a4+a1 )H + 3(1-a4 )NH4(aq)+3a4NH3(aq)+202(g) +109,92 +130,29 +141,53 -10,92 
- + 21. 4(1-a1 )N3H(aq)+4a1N3(aq)+702(g)+4a1H + 12NO(g)+2H2o( 1 ) -169,54 -137,69 -126,44 +38,22 
- + 22. 4(1-a1 )N3H(aq)+4a1N3(aq)+1302(g)+4a1H + 12N02 (g)+2H2o( 1 ) -269,50 -237,65 -226,40 +70,98 
' - + -
23. 2(1-a1 )N3H(aq)+2a1N3(aq)+2H2o( 1 )+502(g){2a1-6a7 )H + 6(1-a7 )HN02(aq)+6a7No2 (aq) -120,27 -129,90 -140,60 +27,30 
- + 24. 4(1-a1 )N3H(aq)+4a1N3(aq)+1902(g)+4a1H + 12N03 (g)+2H2o( 1 ) - 89,86 - 58,01 - 46,76 +103,74 
- + -25. (1-a1 )N3H(aq)+a1N3(aq)+402(g)+H2o( 1 )+(a1-3)H + 3 N03(aq) -115,19 -119,49 -124,85 +21,84 
- + 26.2(1-a1 )~ 3H(aq)+2a1N3 (aq)+2H2o( 1 )+2a1H + 3N2H2 ( 9 )+02(g) +149,08 +165,00 +170,63 - 5,46 
- + + 27. 4(1-a1 )N3H(aq)+4a1N3(aq)+10H2o( 1 )+(6+4a1-6a11 )H + 6(1-a11 )N2H5 (aq)~a11N2H4~q)+502~+413,06 +470,16 +489,55 -27,30 
- + 28; 2(1.,-a1 )N3H(aq/2a1N3(aq)+202(g)+2a1H + 3N20(g)+H20( 1 ) -209,09 -118,89 -113,26 +10,92 
- ' + 29. 2(1-a1 )N3H(aq)+2a1N3 (aq)+202 (g)+2H20~{(2a1-3a13 . 2 .6a13 . 3 )H + 
- -2 3a13 . 1H2N2o2(aq)+3a13 . 2HN2o2 +3a13 . 3N202 ~ 13,22 + 2,73 + 7,58 +10,92 
- + 30. 2(1-a1 )N3H(aq)+2a1N3(aq) +502(g)+2a1H + 3N20 3 (g)+H2o( 1 ) -10S,62 -92,70 - 87,07 +27,30 
- + 
31. 4(1-a1 )N3H(aq)+4a1N3(aq)+1302(g)+4a1H + 6N204 (g)+2H2o( 1 ) -277,24 -245,40 -234,14 +70,90 
- + 32. 2(1-a1 )N3H(aq)+2a1N3(aq)+802(g)+2a1H + 3N205 (g)+H2o( 1 ) . -126,59 -110,67 -105,04 +43,68 
- +. 





+ 34. 4NH2(g)+02(g)+4(1-a3 )H+2H2o( 1 ) 
+ ~ 4(1-a3 )NH30H(aq)+ 4a3NH20H(aq) 
+ 35. 4NH2(g)+4(1-a4 )H + 2H2o( 1 ) ~ 
+ 4(1-a4 )NH4(aq)+4a4NH3(aq)+02(g) 
. 36. NH2(g)+ o2(g) ~ NO(g)+ H20(g) 
37. 2NH2(g) + 302(g) ~ 2N02(g)+ 2H2o(g) 
38. - + 4NH2(g)+502(g) ~ 4(1-a7 )HN02(aq)+4a7No2(aq)+2H2o( 1 )+4a7H 
39. NH2(g)+202(g) ~ N03(g)+H20(g) 
40. 4NH:i{g)+ 702(g) ~ 4N03(aq) + 2H2o( 1 )· + 4H+ 
41. 4NH2(g)+ o2(g) ~ 2N~~2 (g) + 2H20(g) 
42. 2NH2(g)+(1-a11 ) H+ ~ (1-a11 )N2H5 ~aq) + a11N2H4(aq) 
43. 4NH2(g) + 302(g) ~ 2N20(g) + 4H20(g) 
44. 4NH2(g) + 302(g) ~ 
- 2 + 2a13.1H2N2°2(aq) +2a13.2HN2°2(aq)+ 2a13.3N2°2(aq)+ 2H2°(1)+ 2(a13.2+2a13.3)H 
45. 4NH2(g)+ 502(g) ~ 2N2o3(g) + 4H20(g) 
46. 2NH2(g)+ 30 2(g) ~ N2o4(g) + 2H20(g) 
47. 4NH2(g)+ 702(g) ~ 2 N2o5(g) + 4H20(g) 
48. 4NH2(g)+ 302(g) ~ 4HNO(g) + 2H20(g) 
+ + \N + 49. 2(1-a3 )NH30H(aq)+2a3NH20H(aq)+(2a3-2a4 )H ~ 2(1-a~.H4 (aq)+2a4NH3 (aq)+02 (g) 
+ + 50. 4(1-a3 )NH30H(aq) +4a3NH20H(aq)+302(g)+4(a3-1)H ~ 4NO(g)+6H2o( 1 ) 
+ . + 
51. 4(1:-a3)NH30H(aq)+4a3NH20H(aq)+502(g)+4(a3-1)H ~ 4N02(g)+ 6H2o( 1) 
- 90,76 - 80,56 - 80,94 + 5,46 
-112,70 - 96,21 - 84,94 - 5,46 
- 76,90 - 76,90 - 76,90 + 5,46 
-170,46 -170~46 -170,46 +16,38 
-339,46 -356,50 -367,40 +27,30 
~ 70,26 -70,26 -70,26 +10,92 
-412,86 -429,22 -440,14 +38,22 
-155,80 -155,80 -155,80 + 5,46 
- 60,80 - 56,59 - ·55,24 
-340,96 -340,96 -340,96 +16,38 
-268,10 -268,08 -268,67 +16,38 
-323,50 -323,50 -323,50 +27,30 
-171,75 -171,75 -171,75 +16,38 
-355,48 -355,48 -355,48 +38,22 
-173,76 -173,76 -173~76 +16,38 
- 10,97 - 7,54 - 2,00 - 5,46 
-225,04 -234,64 -234,86 +16,38 





52. + + -(1-a3 ) NH30H(aq)+a3NH20H(aq)+02(g)+(a3-a7-1)H + (1-a7 )HN02(aq)+a7No2(aq)+H2o( 1 ) - 62,18 
53. 
. + . + 
4(1-a3 )NH30H(aq) +4a3NH20H(aq) +702t~)a3 -1)H .+ 4N03(g) + 6H2o( 1 ) -198,48 
54. + + -2(1-a3 )NH30H(aq) + 2a3NH20H(aq)+302t~~a3-2)H + 2N03(aq)+ 2H20( 1 ) -161,05 
55. + + 2(1-a3 )NH30H(aq)+2a3NH20H(aq)+2(a3-1)H + N2H2(g)+2H20( 1 ) - 34,57 
56. + + 4(1-~) NH 30H(aq) +4a3NH20H(aq)+(4a3-2a11-2)H + 
+ 2(1-a11 )N2H5(aq) +2a11N2H4(aq)+02 (g)+2H20( 1 ) ~ 30,84 
57. 2(1-a3 ) NH30H~aq)+2a3NH20H(aq)+02 (g)+2(a3-1)H+ + N20(g)+3H20( 1 ) -129,20 
58. 
. + + 
2(1-a3 )NH3 0H(aq)+ 2a3NH20H(aq)+02(g)+(2a3-a13 _2-a13 _3-2)H + 
- -2 
a13.1 H2N202(aq) + a13.2HN2°2(aq)+a13.3N202 +2H20(1) - 88 , 67 
59. + + 2(1-a3 )NH30H(aq) +2a3NH20H(aq)+202(g)+2(a3-1)H + N203(g)+3H20( 1 ) -120,47 
60. + . + 4( 1-a3 )NH 30H(aq) +4a3NH20H(aq) +502(g) +4(a3 -1)H + 2N204(g) +6H20( 1 ) -260,94 
61. + + 2(1-a3 )NH30H(aq)+2a3NH20H(aq)+302(g)+2(a3-1)H + N20S(g)+ 3H2o( 1 ) -126,46 
62. 2(1-a3 )NH30H~aq)+2a3NH20H(aq)+ o2(g) + 2(a3-1)H+ + 2HNO(g)+ 2H20( 1 ) - 33,55 
63. + + 4(1-a4 )NH4 (aq)+4a4NH3(aq)+502(g)+4( a 4-1)H + 4NO(g)+6H20( 1 ) -203,10 
64. + + 4(1-a4 )NH4 (aq) + 4a4NH3(aq)+702(g)+4(a4-1)H + 4N02(g)+6H2o( 1 ) -236,42 
65. + + - . 2(1-a4 )NH4{aq)+2a4NH 3(aq)+302(g)+2(a4-a7-1)H + 2(1-a7 )HN02(aq)+2a7No2(aq)+2H2o( 1 ) -113,39 
66. + + 4(1-a4 )NH4 (aq)+4a4NH3(aq)+902(g)+4(a4-1)H + 4N03(g)+6H2o( 1 ) -176,54 
67. + + -(1-a4 )NH4 (aq)+a4NH3 (aq)+202 (g)+(~ -2)H + N03(aq)+H2o( 1 ) - 75,04 
68. + + 2( 1-a4 )NH4(aq) +2a4NH3(aq) +02(g) +2(a4-1)H + N2H2(g/ 2H2o( 1 ) - 23,60 























- 29,53 - 5,46 
-134,11 + 5,46 




- 48,46 + 5,46 




- 88,80 +10,92 
- 37,18 + 5,46 






70. + + 2(1-a4 )NH4(aq)+2a4NH3(aq·)+202(g)+2(a4-1)H + N20(g), + 3H2o( 1 ) 
71. 2(1-a4 )NH4~aq)+2a4NH3 (aq)+202 (g)+(2a4-a13 . 2 -a13 . 3 -2)~+ + 
- -2 
a13.1. H2N2°2(aq)+a13.2HN2°2(aq)+ a13.3N2°2(aq)+2H2°(1) 
72. + + 2(1-a4 )NH4 (aq)+ 2a4NH3(aq)+302(g)+2(a4-1)H +N203(g)+3H2o( 1 ) 
73. + + 4(1-a4 )NH4 (aq)+4a4NH3(aq)+702(g)+4(a4-1)H + 2N204(g)+6H20( 1 ) 
74. + . + 2(1-a4 )NH4(aq)+2a4NH3(aq)+402(g)+2(a4-1)H + N205 (g)+3H2o( 1 ) 
75. + . + ( 1-a4 )NH4 ( aq) +a4NH 3(aq) +02(g) +( a4 -1)H + HNO (g) +H20 ( 1 ) 
76. 2NO(g) +02(g) + 2N02(g) 
77. - + 4NO(g)+ o2(g)+ 2H2o( 1 ) + 4(1-a7 )HN02(aq)+4a7No2(aq)+ 4a7H 
78. NO(g) + o2(g) + N03(g) 
- + 
79. 4 NO(g)+ 302(g)+ 2H2o( 1 ) + 4N03(aq) + 4H 
80. 4 NO(g)+2H20(g) + 2N2H2(g)+ 302(g) 
+ + 
81. 8NO(g)+ 10H20(g) + 4(1-a11 )N2H5(aq) +4a11N2H4(aq)+902(g/4a11H 
82. 4NO(g) + 2N20(g) + 02(g) 
83. 4NO(g)+2H2o( 1 ) + 
84. 
2a13.1H2N2°2(aq)+ 2 a13.2HN2°2(aq) 
4 NO(g) + o2(g) -+ 2N203(g) 
85. 2NO(g) + o2(g) + N204(g) 
86. 4 NO(g) + 302(g)-+ 2N205(g) 
87. 4NO(g) + 2H20(g)-+ 4HNO(g) + o2(g) 
-2 . + 
+ 2a13.3N2°2(aq)+ 02(g)+2(a13.2+2a13.3)H 
-118,23 -126,48 -131,81 +10,92 
- 77 '70 - 86,00 - 95,86 +10,92 
-109,50 -117,75 -123,08 +16,38 
-239,00 -255,49 -267,43 +38,22 
-115,49 -123,61 -129,07 +21,84 
- 16,29 - 20,41 - 23,33 + 5,46 
- 16,16 - 16,16 - 16,16 + 5,46 
- 23,66 - 40,70 - 51,60 + 5,46 
+ 6,64 + 6,64 + 6,64 + 5,46 
- 97,06 -113,42 -124,34 +16,38 
+151,80 +151,80 +151,80 -16,38 
+479,94 +480,42 +474,93 -49,14 
- 33,36 - 33,36 - 33,36 - 5,46 
+ 47,70 + 47,72 + 47,13 - 5,46 
- 15,90 - 15,90 - 15,90 + 5,46 
17,95 - 17,95 - 17,95 + 5,46 
- 27,88 - 27,88 - 27,88 +16,38 






88. 4N02(g)+2H20(1) - + +4(1-a7 )HN02(aq)+ 4a7No2(aq)+02(g)+4a7H 
89. 2N02(g) + 02(g) + 2N03(g) 
90. 4N02(g) + o2(g) + 2H2o( 1 ) + 4N03(aq) + 4H 
+ 
91. 4N02(g) + 2H20(g) + 2N2H2(g) + 502(g) 
92. 2N02(g)+(1-a11 )H++ 21-~0( 1 ) + (1-a11 )N2H5~aq)+a11N2H4 (aq+ 3 o2(g) 
93. 4N02(g) + 2N20(g) + 302(g) 
94. 4N02(g) + 2H20( 1 ) + 
2a13.1 H2N2°2(aq)+ 2a13.2 HN2°2(aq)+ 
-2 + 2a13.3N202 + 302(g)+ 2(a13.2+2a13.3)H 
95. 4N02(g) + 2N2o3(g) + 02(g) 
96. 2N02 (~) + N204(g) 
97. 4N02(g) + o2(g) + 2N2o5(g) 
98. 4N02(g) + 2H20(g) + LfHNO(g) + 3 o2(g) 
- + 99. 4(1-a7 )HN02(aq)+4a7No2(aq)+302(g)+4a7H + 4N03(g)+ 2H2o( 1 ) 
- + -100. 2(1-a7 )HN02(aq)+ 2a7No2(aq)+ o2(g)+ 2(a7-1)H + 2N03(aq) 
- + 
101. 2(1-a7 )HN02(aq) +2a7No2(aq) +2a7H + N2H2(g) + 202(g) 




2(1-a11)N2H5(aq)+ 2 a11N2H4(aq) + 502 
- + 
2(1-a7 )HN02(aq)+2a7No2(aq)+2a7H + N20(g)+ o2 (g)+H2o( 1 ) 
2(1-a7 )HN02(aq) + 2a7No2Caq) ~a7 -a13 . 2 -2a13 . 3 )H+ + 
- -2 
a13.1H2N2°2(aq)+a13.2HN202( aq) + al3.3N2°2(aq + 02(g) 
+ 9,66 7,38 - 18,28 - 5,46 
+ 29,94 + 29,94 + 29,94 + 5,46 
- 63,74 - '80,10 - 91,02 + 5,46 
+185 ,12 +185 ,12 +185 ,12- -27,30 
+113,76 +117,97 +119,32 -16,38 
0,04- 0,04 - 0,04 -16,38 
+ 81,02 + 81,01± + 80,45 -16,38 
+ 17,42 + 17,42 + 17,42 - 5,46 
1,29 1,29 1,29 
+ 5,44 + 5,44 + 5,44 + 5,46 
+167,16 +167,16 +167,16 -16,38 
+ 50,22 + 67,26 + 78,16 +16,38 
- 32,55 - 36,36 - 36,36 + 5,46 
+ 89,79 + 98,30 +103,75 -10,92 
+217,86 +243,32 +256,93 -27,30 
4,84 + 3,67 + 9,12 - 5,46 . 






105. 2(1-ajHN02(aq) + 2a7No2(àq)+ 2a7H ~ N203(g)+ H20( 1 ) + 3,89 + 12,40 + 17,85 
- + 106. 4(1-a7 )HN02(aq) + 4a7No2(aq)+02(g)+4a7H ~ 2N2o4(g) + 2H2o( 1 ) - 12,24 + 4,90 + 15,80 + 5,46 
- + 107. 2(1-a7 )HN02(aq)+ 2a7No2(aq)+02(g)+2a?H ~ N20S(g)+ H2o( 1 ) 2,10 + 6,41 + 11,86 + 5,46 
- + 
108. 2(1-a7 )HN02(aq) +2a7No2(aq)+ 2a7H ~ 2HNO(g)+ o2(g) + 80,81 + 89,32 + 94,77 - 5,46 
- + 109. 4 N03(g) + 2H20( 1 ) ~ 4 N03(aq)+ o2(g)+ 4 H - 123,62 -139,98 -150,90 - 5,46 
110. 4 N03(g) + 2H2o( 1 ) ~ 2N2H2(g) + 702(g) + 125,24 +125,24 +125,24 -38,22 
+ + 111. 2N03(g) + 2H2o( 1 )+(1-a11 )H ~ (1-a11 )N2H5(aq)+a11N2H4(aq)+ 402(g} ; + 83,82 + 88,03 + 89,38 -21,84 
112. 4N03(g) ~ 2N20(g) + 502(g) - 59,92 - 59,92 - 59,92 -27,30 
113. 4N03(g) + 2H20( 1 ) ~ 
- -2 2a13.1H2N2°2(aq) + 2a13.2HN2°2(aq)+2a13.3N2°2(aq)+502(g)+2(a13.2+2a13.3) H+ + 21,14 + 21,16 + 11,33 -27,30 
114. 4N03(g) ~ 2N203(g) + 302(g) - 42,46 - 42,46 - 42,46 -16,38 
115. 2N03(g) ~ N;o4 (g) + o2(g) - 31,23 - 31,23 - 31,23 - 5,46 
116. 4N03(g) ~ 2N20S(g) + o2(g) 54,44 - 54,44 - 54,44 - 5,46 
117. 4N03(g) + 2H20(g) ~ 4HNO(g) . + S02(g) + 107,28 +107,28 +107,28 -27,30 
- + 
118. 2N03(aq) + 2H ~ N2H2(g) + 302(g) + 126,48 +134,66 +140,12 -16,38 





- + 120. 2N03(aq) + 2H + N20(g) + 202(g) + H2o( 1 ) + 31,85 + 40,03 + 45,49 -10,92 
- + - -2 . 
121. 2N03(aq)+(2-a13 . 2-2a13 _3 )H + a13 _ 1H2N2o2 (aq)+a13 _ 2HN2o2 (aq)+a13 _ 3N2o2 (aq)+202 ~g) + 72,38 + 80,61 + 85,73 -10,92 
- + 122. 2N03(aq) + 2H + N203(g) + 02(g) + H2o( 1 ) + 40,58 + 48,76 + 54,22 - 5,46 
- + 
123. 4N03(aq) + 4H + 2N204(g) + o2(g) + 2H2o( 1 ) 
- + 
124. 2N03(aq) + 2H + N205(g) + H20( 1 ) 
125. -N03(aq) + + H + HNO(g) + 02(g) 
126. 2N2H2(g) 
+ + 
+2(1-a11 )H +2H20(l) + 2(1-a11 )N2H5(aq)+2a11N2H4(aq)+02(g) 
127. N2H2(g) + o2(g) + N20(g) + H20(g) 
128. - -2 + N2H2(g)+02(g) + a13.1H2N2°2(aq)+a13.2HN2°2(aq)+a13.3N202 +(a13.2+2a13.3)H 
129. N2H2(g) + 202(g) + N2o3(g) + H20(g) 
130. 2N2H2(g)+ so2(g) + 2N204(g) + 2H20(g) 
131. N2H2(g) + 302(g) + N20S(g) + H20(g) 
132. N2H2(g) + o2(g) + 2HNO(g) 
+ + 
133. 2(1-a11 )N2HS(aq)+2a11N2H4 (aq)+302 (g)~2(a11-1)H + 2N20(g)t 4H2o( 1 ) 
134. 2(1-a11)N2H5(aq)+2a11N2H4(aq)+302(f{al1-a13.2-2a13.3-1)H+ + 
- -2 2a13.1H2N2°2(aq)+ 2a13.2 HN2°2(aq)+ 2a13.3N2°2(aq)+ 2H2°(1) 
+ + 135. 2(1-a11 )N2H5(aq)+2a11N2H4(aq)+502(g)+2(a11-1)H + 2N2o3(g)+4H20( 1 ) 
+ + 136. (1-a11 )N2H5(aq)+a11N2H4(aq)+302(g)+(a11-1)H + N204(g)+ 2H20(1 ) 
137. 2(1-a11 )N2H5(aq)+2a11N2H4(aq)+702(g)+2(a11-1)H+ + 2N20S(g)+ 4H2o( 1 ) 
+ + 
138. 2(1-a11 )N2HS(aq)+2a11N2H4(aq)+302(g)+2(a11-1)H + 4HNO(g) +}H2o( 1 ) 
+ 50,24 + 58,42 + 63,88 - 5,46 
+ 34,59 + 42,77 + 48,23 
+ 6'+,21 + 72,39 + 77,85 - 5,46 
+ 38,30 + 46,72 + 49,42 - 5,46 
- 92,58 - 92,58 - 92,58 + 5,46 
- 54,10 - 54,09 - 54,38 + 5,46 
- 83,85 - 83,85 - 83,85 +10,92 
-187,70 -187,70 -187,70 +27,30 
89,84 - 89,84 - 89,84 +16,38 
8,98 - 8,98 - 8,98 + 5,46 
-227,56 -235,98 -238,69 +16,38 
-146,50 -154,82 -167,43 +16,38 
-210,10 -218,52 -221,23 +27,30 
-115,05 - ·119,26 -120,62 +16,38 
-222,08 -230,50 -233,21 +38,22 





139. . - -2 + N20(g)+H20(1) + a13.1H2N202(aq)+a13.2HN202(aq)+a13.3N202(aq)+(a13.2+2~33)H . 
140. N20(g) + o2(g) + N2o3(g) 
141. 2N20(g) + 302(g) + 2N2o4(g) 
142. N20(g) + 202(g) + N2o5(g) 
143. N20(g) + H20(g) + 2HNO(g) 
144. - -2 + a13.1H2N2°2(aq)+a13.2HN2°2(aq)+a13.3N2°2(aq)+02(g)+(a13.2+2a13.3)H + 
N203(g) + H20(1) 
145. 
. - . -2 + 
2a13.1H2N2°2(aq)+2a13.2HN2°2(aq)+2a13.3N2°2(aq)+302(g)+2(al3.2+2al3.3)H + 
2N2o4 (g) + 2H2o( 1 ) 
146. - -2 + \3.1 H2N2°2(aq)+\3.2 HN202(aq)+\3.3 N202(aq)+202~3.2 +2\3.3 )H + N205(g) +H2°(1) 
147. - -2 + a13.1~2N2°2(aq)+a13.2HN2°2(aq)+a13.3N2°2(aq)+(a13.2+2a13.3)H + 2HNO(g) 
148. 2N2o3( g) + o2(g) + 2N2o4(g) 
149. N203(g) + o2(g) + N2o5(g) 
150. N203(g) + H20(g) + 2HNO(g) + o2(g) 




2N2o4(g) + 2H20(g) + 4HNO(g) + 302(g) 
N2o5 (g) + H20(g) + 
+ 
2HNO(g) + 202(g) 
(1-a4 ) NH4(aq) + a4NH3(aq) + 
+ (a -1)H + 4 NH3(g) 
155. + + ( 1~a11) N2H5(aq)+a11N2H4(aq) + (a11-1 )H + N2H4(g) 
+ 40,53 + 40,54 + 40,24 
+ 8,73 + 8,73 + 8,73 +5,46 
2,54 - 2,54 - 2,54 +16,38 
+ 2,74 + 2,74 + 2,74 +10,92 
+ 83,60 + 83,60 + 83,60 
- 31,80 - 31,81 - 22,27 + 5,46 
- 82,60 - 83,62 - 83,03 +16,38 
- 37,59 - 38,03 - 50,52 +10,92 
+ 45,12 + 45,11 + 45,41 
- 20,00 - 20,00 - 20,00 + 5,46 
5,99 5,99 5,99 + 5,46 
+ 74,87 + 74,87 . + 74,87 - 5,46 
+. 8,02 + 8,02 + 8,02 + 5,46 
+169,~4 +169,74 +169,74 
+ 80,86 + 80,86 + 80,86 
+ 9,56 + 6,33 + 0,74 








Samengestelde reakties, hun 8. G0 - of 
r 
' 8. GO H = r, p 4, pH= 7 , pH= 9-waarden en de faktor± m.5,46 
8. G0 of 8. G0 ' 
r r 
pH = 4 pH = 7 pH =9 
+ ) + 156. N2(g) + 3H2(g) + 2(1-a4 )H + 2(1-a4 NH4 (aq)+ 2a4NH3(aq) - 27,08 - 18,84 - 13, 0 
157. N2(g)+ 2H20(g) + 2NO(g) + H2(g) . +150,72 +150,72 +150,72 
158. N2(g) + H20(g) + NH2(g) + NO(g) +118,34 +118,34 +118,34 
159. N2(g) + H20(g) ->- .N20(g) + H2(g) + 79,40 + 79,40 + 79,40 
+ + 160. 5N2(g) + 6H20(l) + 4(1-a4 )H + 4(1-a4 )NH4(aq)+4a4NH3(aq)+6NO(g) +410,30 +426,80 +437,57 
- - + 
161. 5N2(g) + 2H20(l) + 3(1-a1 )N3H(aq)+3a1N3(aq)+(l-a7 )HN02(aq)+a7Noáaq)+(3a1+a7 )H +330,09 +297,94 +286,73 
+ + -162. N2(g)+2H20(l)+(l-a4-a7 )H + (l-a4 )NH4(aq)+a4NH3(aq)+(l-a7 )HN02(aq)+a7No2(aq) + 86,30 + 86,16 + 86,25 
+ + + 
163. N2( g) +4( l-a4 )NH4(aq) +4a4NH3(aq)i(4a4 -3a11-l)H + 3(1-a11 )N2H5 (aq) +3a11 N2H4(aq) +129 ,62 +125 '79 . +114 ,12 
. + 
164. 2N2(g)+4H2o(l) + (2-2a3-a13 . 2-2a13 . 3 )H + 
+ - -2 2(l-a3)NH30H(aq)+2a3NH20H(aq)+ al3.1H2N202(aq)+al3.2HN2°2(aq)+al3.3N202 (aq) +219~25 +224,41 +223,88 
+ 165. 2N2(g)+2(1-a4 )NH4(aq)+2a4NH 3(aq)+02(g) + 
- + 2(1-a1 )N3H(aq)+2a1N3(aq)+2H20(l)+(2+2a1-2a4 )H + 66,10 + 41,94 + 30,67 







T + 167. N2(g)+(1-a4 )NH4(aq) + a 4NH3(aq)+3H20( 1 )+(a4- .a 3+2)H ~ 
+ 3(1-a3 )NH30H(aq) + 3a3 NH20H(aq) 
+ + 168. N2(g) + H2(g) + 2(1-a4 )NH4 (aq) _+ 2a4NH3(aq)+ (2a4-2a11 )H + 
+ 
2(1-a11)N2H5 (aq)+ 2a11N2H4(aq) 
+ + 169. 2N2(g) + 3H2(g) + 2(1-a4 )NH4(aq) + 2a4NH3(aq) + (2a4-3a11+1)H + 
+ 
3(1-a11)N2H5 (aq) + 3a11N2H4(aq) 
110. N2(g) + co2(g) + N2o(g) + co(g) 
171. - + 2N2(g)+C02(aq)+3H2o( 1 ) + CO(NH2 ) 2(aq)+2(1-a7 )HN02+2a7N02+2a7H 
172. + + -N2(g)+(1-a3 )NH30H(aq)+a3NH20H(aq)+(a3-a1-1)H + (1-~N3H(aq)+a1N3 (aq)+H20( 1 ) 
173. + + -2N2(g)+(1-a4 )NH4(aq)+a4NH 3(aq)+(a4-a1-1)H + N2H2(g)+(1-a1 )N3H(aq)+a1N3 (aq) 
174. + + 2(1-a3 )NH30H (aq) + 2a3NH20H(aq)+2(a3-1)H + 2NO(g)+3H2(g) 
175. + + 4(1-a3 )NH30H(aq) +4a3NH20H(aq)+~a3-2a4-2)H + 
+ N20(g) + 2(1-a4 )NH4(aq) + 2a4NH 3(aq) + 3H2o( 1 ) 
176. + - + (1-a~NH30H(aq) + a 3NH20H(aq)+ (1-a7 )HN02(aq) + a 7No2(aq)+(a3+a7-1)H + 
N20(g) + 2H20( 1 ) 
177. + - . + (l-a3 )NH30H(aq)+a3NH20H(aq)+G1-a7 )HN02(aq)+a7No2(aq)+(a3+a7-a13 . 2-2a13 •3 )H + 
- -2 
a13.1H2N2°2(aq) + a13.2HN2°2(aq)+a13.3N2°2(aq)+ H2°(1) 
178. (1-a3 )NH30H~aq) + a3NH20H(aq)+(1-a11 )N2H5~aq)+a11N2H4 (aq)+02 (g)+(a3 ~a11-a1-Q)H++ 
(1-a1)N3H(aq) + a1N3ëaq) + 3H20(l) 
+159,45 +162,97 +159,87 
+ 77,40 + 77,57 +106,56 
+102,56 +106,96 +105,38 
+ 86,21 + 86,21 + 86,21 
+188,25 +179,74 +174,29 
+ 27,58 + 17,04 + 14,33 
+152,45 +140,35 +134,02 
+ 79,17 + 55,60 + 52,64 
-140,17 -142,13 -136,11 
- 67,02 - 65,31 - 62,49 
+ 30,21 + 31,96 + 34,44 





179. + + 6(1-a3 )NH30H(aq)+6a3NH20H(aq)+02(g)+(6a3-2a4-4)H + 
. + 
2(1-a4 )NH4 (aq) + 2a4NH3(aq) + 2N20(g)+ 6H2o( 1 ) -282,10 -232,58 -270,22 + 5,46 
180. + + + 2(1-a4 )NH4 (aq)+2a4NH3(aq)+ (2a4-a11-1)H +(1-a11 )N2H5(aq)+a11N2H4 (aq)+H2 (g) + 52,24 + 48,21 + 43,93 
181. + + 2(1-a4 )NH4 (aq)+2a4NH3(aq)+2H20( 1 )+2(a4-1)H + 2NO(g)+5H2(g) +181,90 +173,66 +168,02 
182. + - + 2(l-a4 )NH4(aq)+2a4NH3(aq)+4(1-a7 )HN02(aq)+4a7No2(aq)+(2a4+4a7-3a13 . 2-6a13 . 3 )H + 
- -2 3a13.1H2N2°2(aq)+3a13.2HN2°2(aq)+3a13.3N202 (aq)+ 2H2°(1) 6,34 + 2,59 + 6,89 
183. + - + .. (1-a4 )NH4(aq) + a 4NH3(aq)+N03(aq) + a 4H + N20(g)+2H20(l) - 43,19 - 43,22 - 43,31 
184. + - + 2 (1-a4 )NH4 (aq)+ 2a4NH3(aq)+2N03(aq)+2a4H + 2NO(g)+N2(g)+4H20( 1 ) -120,89 -120,95 -121,13 
185. + - + 2(1-a4 )NH4 (aq)+2a4NH 3(aq)+2N03(aq)+2a4H + 2N2(g)+ 4H2(g)+302(g) + 90,86 + 90,80 + 90,62 -16,38 
186. + - + 4(1-a4 )NH4 (aq)+4a4NH 3(aq)+4N03(aq)+4a4H + 3N2(g)+N204(g)+ 8H20(l) -248,31 -248,43 -248,78 
187. + - + 3(1-a4 )NH4 (aq)+3a4NH3 (aq)+3N03(aq)+3a4H + 2N2(g)+N203(g)+ 6H20 -170,36 -170,45 -170,72 
188. 4NO(g) + 2H2o( 1 ) + 
- - -2 + 2( 1 -a7)HN02(aq)+2a7N°2(aq)+a13.1H2N2°2(aq)+a13.2HN2°2(aq)+a13.3N2°2(aq)+( 2a7+a13.2+2a13.3)H 
I 
+ 12,01 + 3,55 - 2,23 
- + 
189. 4NO(g)+H2o( 1 ) + 2(1-a7 )HN02(aq)+ 2a7No2 (aq)+N20(g)+2a7H - 28,52 - 37,03 - 42 •. 48 
- + - -
190. 2NO(g)+N03(aq)+H2o( 1 )+(1-3a7 )H + 3(1-a7 )HN02(aq)+3a7N02(aq) + 6,51 - 2,17 - 7,62 
- + 
191. 2NO(g)+N204 (g)+2H2o( 1 ) + 4(1-a7 )HN02 (aq)+ 4a7No2(aq)+ 4a7H 5,72 - 22,75 - 33,65 
- + 
192. NO(g)+N02(g)+H2o( 1 ) + 2(1-a7 )HN02(aq)+2a7No2(aq)+2a7H 3,51 - 12,02 - 17,47 
193. 2NO(g) + 2N20S(g) + 3N204 (g) - 25,97 - 25,97 - 25,97 
- + -





+ 195. 2NO(g) + 4N03(aq) + 4H ~ 3N204(g)+ 2H2o( 1 ) 
196. NO(g) + N02(g) ~ N203Cg) 
197. NO(g) + N205(g) ~ 3N02(g) 
198. NO(g) + N03(g) ~ 2N02(g) 
199. 2NO(g) + N2o4(g) -~ 2N203(g) 
200. 4NO(g)+2(1-a3 )NH30H~aq)+2a3NH 20H(aq)~a3-3a13 . 2 -6a13 . 3 )H+ ~ 
. - -2 
3a13.1H2N2°2(aq)+3a13.2HN2°~(aq)+3a13.3N2°2(aq) 
- + 
201. NO(g) + 2N0.3(aq) + 2H ~ 3N02(g)+ H20( 1 ) 
- + 
202. 4NO(g) + 4N03(aq) + 4H ~ 4N203(g) + 2H20( 1 ) + 02(g) 
203. NO(g) + N03(g) ~ N204(g) 
- - + 
204. 2N02(g)+H20( 1 ) ~ (1-a7 )HN02(aq)+a7No2(aq)+N03(aq)+(1+a7 )H 
- + 
205. 4NO~(g) + o2(g) + 4N03(aq)+ 4H ~ 4N205(g)+ 2H2o( 1 ) 
- + 
206. 4N02(g)+H20( 1 ) ~ 2N03(aq) + 2H + N203(g) 
- + -
207. 2(1-a7 )HN02(aq)+2a7No2(aq)+N2o4(g)+2(a7-1)H ~ 2N03(aq)+ 2NO(g) 
- + 208. 2(1-a7 )HN02(aq)+2a7No2(aq)+2H2(g)+(2a7-a13 . 2-2a13 . 3 )H ~ 
- -2 
a13.1H2N2°2(aq)+a13.2HN2°2(aq)+ a13.3N2°2(aq)+ 2H2°(1) 
- + + 
209.(1-a7 )HN02(aq)+a7No2(aq)+(1-a11 )N2H5(aq)+a11N2H4(aq)+(a7+a11-a1-1)H ~ 
(1-a1)N3H(aq) + a1N3Caq) + 2H20(1) 
- - + 
210.(1-a7 )HN02(aq)+a7No2(aq)+N03(aq/(a7+1)H + N2o4(g) + H2o( 1 ) 
- + 
211. 4N03(aq)+ 2N204(g)+02(g)+ 4H ~ 4N205(g)+ 2H2o( 1 ) 
- + . 
212. 2N03(aq) + N2o3(g) + 2H ~ 2N204(g) + H2o( 1 ) 
+ 42,21 + 58,57 + 69,49 
+ 0,38 + 0,38 + 0,38 
- 11,05 - 11,05 - 11,05 
- 23,30 - 23,30 - 23,30 
+ 2,05 + 2,05 + 2,05 
- 40,97 - 44,99 - 46,72 
+ 12,62 + 12,62 + 12,62 
+ 43,42 + 43,42 + 43,42 - 5,46 
- 24,59 - 24,59 - 24,59 
- 13,52 - 21,87 - 27~32 
+ 74 , 62 + 90,98 +101,90 + 5,46 
- 23,16 - 31,34 - 36,80 
- 18,74 - 18,41 - 18,41 
- 77,69 - 69,13 - 64,01 
- 48,79 - 56,72 - 58,60 
+ 13,23 + 20,58 + 26,00 
+ 77,18 + 93,56 +104,46 + 5,46 









I. THEORETISCHE BESCHOlJWINGó'l" OMTRENT DE REAKTIEMJGELIJKHEDEN 
VAN HET ELEMENT STIKSTOF EN ZIJN VOORNAAMSTE VERBINDINGEN. 6 
I.l. Inleiding. 6 
I. 2. Algemene gegevens. 7 
I.3. Stikstofreakties en hun Gibbs vrije reaktieënergie. 12 
3 .1. De Gibbs vrije reaktieënergie in standaard omstandigheden. 19 
3 .1.1. Enkelvoudige reakties. J.9 
3.1.2. Samengestelde reakties. 20 
3 .1. 3. Bespreking. 20 
3.1.3.1. Enkelvoudige reakties. 20 
3.1.3.2. Samengestelde reakties. . 26 
3.2.De Gibbs vrije reaktieënergie in niet-standaard omstandigheden.32 
I. 4. Besluit. 35 
II. 1-mT DENITRIFIKATIEPROCES IN DE BODEM. 
II.l. Literatuuroverzicht. 
1.1. Historisch overzicht. 
1.2. Landbouwkundige aspekten. 






1. 4. Denitrifikatiestappen. 43 
l.S. Denitrificerende mikro-organismen. 45 
II.2. Kenmerken van de grondmonsters, aangewende methoden en proef-
opzet. 47 
2.1. Kenmerken en stikstoftoestand van de grondmonsters. 47 
2.1.1. Enkele algemene kenmerken van de grondmonsters. 47 
196. 
197. 
2.1.2. Beschrijving van de stikstoftoestand van de grondmonsters. 50 
2.1.2.1. Algemene stikstofkarakteristieken. 50 
2.1.2.2. Mineralisatie en nitrifikatieëigenschappen. 52 
2.1.3. De invloed van de bewaringsomstandigheden op de stikstof-
toestand. 63 
2.2. Aangewende methoden. 66 
2.2.1. Analyse totale stikstof en minerale stikstofspecies. 66 
2.2.1.1. Totale stikstofbepaling. 66 
2.2.1.2. Minerale stikstofbepaling. 66 
2.2.2. Werkwijzen gevolgd voor l1et denitrifikatieonderzoek. 67 
2. 2. 2 .1. Het inl'Uba tiegas . 6 7 
2.2.2.2. Debietregelaar en debietmeter. 67 
2.2.2.3. De inkubator. 69 
2. 2. 2. 4. De gaschromatografische analyse. 69 
2.2.2.5. Het grondmonster. 72 
2.2.2.5.1. Doorstroominkubatie. 72 
2.2.2.5.2. Gesloten inkubatie. 72 
2.2.3. Massaspektrometrische analyse. 72 
2.2.4. Reproduceerbaarheid en nauwkeurigheid van de aangewende 
methoden. 78 
2.2.4.1. Stikstofbepalingen. 78 
2.2.4.2. Denitrifikatieonderzoek. 80 
2.2.4.2.1. Gaschromatografische analyse. 80 
2.2.4.2.2. Het denitrifikatiepatroon. 80 
2.2.4.3. Massaspektrometrische analyse. 80 
2. 3. Proefopzet. 85 
2.3.1. Het denitrifikatiepatroon in anaërobe omstandigheden. 85 
2.3.1.1. Biologische denitrifikatie. 85 
2. 3 .1. 2. Chemische denitrifikatie. 86 
2.3.2. Het denitrifikatiepatroon in semi-aërobe en aërobe 
omstandigheden. 86 




2.3.2.2. Het denitrifikatiepatroon onder verlaagde zuurstofdruk. 
2.3.2.3. Het denitrifikatiepatroon in aërobe omstandigheden. 
II. 3.Resultaten en bespreking. 
3.1. Het denitrifikatiepatroon in anaërobe omstandigheden, 
3.1.1. Biologische denitrifikatie. 
3.1.1.1. Het denitrifikatiepatroon na toediening van N03-- N. 
3.1.1.2. Het denitrifikatiepatroon in blanke-grondmonsters en 
na toediening van NH4+- N. 
3.1.1.3. Het denitrifikatiepatroon in gesloten omstandigheden. 
3.1.2. Chemische denitrifikatie. 
3.2. Het denitrifikatiepatroon in semi-aërobe en aërobe om-
standigheden. 
3.2.1. Het denitrifikatiepatroon bij stijgend vochtgehalte. 
3.2.2. Het denitrifikatiepatroon bij verlaagde zuurstofdruk. 
3.2.3. Het denitrifikatiepatroon in aërobe omstandigheden, 
. II.4. Besluit. 
III. KONFRONTATIE DER 1HEORETISCHE EN EXPERIMENTELE RESULTATEN. 
III. 1. Het nitrifikatieproces. 





Appendix 1. - Enke1 voudige reakties, hun 6 G0 -, 























Appendix 2. - Samengestelde reakties, hun 6 G;-, 
I 
6 G0 H 4 H-7 H- 9-waarden en de faktor ± m.S ,46. 192 r, p = ' p - ' P -
L_ 
198. 
